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INTRODUZIONE 

Introduzione 
1.0- I GRANULOCITI 
NEUTRO FILI 
La gran parte della difesa 
antibatterica di un organismo dipende 
dall'attività dei fagociti professionali, e 
cioè principalmente dai granulociti 
neutrofili, dai monociti e dai macrofagi 
(Bainton D., 1992). Queste cellule 
esplicano la loro attività difensiva 
a~olgendo con i loro processi 
ct~oplasm~tici. (pseudopodi) i 
rrucror~srru che vengono segregati in 
vacuoli tntracellulari, i fagosomi, 
g~nerati dalla chiusura dei processi 
cttoplasmatici su se stessi: questo 
processo è chiamato "fagocitosi". N el 
fagosoma avviene lo scarico di potenti 
sostanze microbicide (Wright S.D., 
1992; Wztko-Sarsat V et al., 2000), 
contenute nei granuli (neutrofili e 
monociti) o nei lisosomi (macrofagi), 
che permettono l'uccisione del 
micro.rganismo infettante. 
Tra i leucociti, i granulociti 
neutrofili polimorfonucleati (P!v!N) 
nell'uomo sono i più abbondanti del 
sangue (costituiscono il 60-70°/o dei 
globuli bianchi totali in condizioni 
fisiolo~che) e sono i primi a migrare 
nel stto d'infiammazione, dove 
svolgono la loro attività di fagocitosi. A 
questo ruolo antimicrobico si combina 
però un ruolo pro-infiammatorio 
poiché, durante il processo di rilasci~ 
~egli agenti antibatterici nel fagosoma, 
il granulocita contribuisce ad 
amplificare il danno ai tessuti 
circostanti, secernendo parte dei fattori 
citotossici nell'ambiente extracellulare. 
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1.1- La funzione fagocitarla 
I PMN sono cellule con nucleo 
p.olilobato, che si dividono tra un pool 
ctrcolante, presente nei grandi vasi 
sanguigni, e in un pool marginato nei 
capillari. Mediatori infiammatori, la cui 
produzione è promossa da un danno 
tissutale, inducono la comparsa di 
molecole di adesione implicate nel 
processo di locale fuoriuscita dal vaso 
del pool marginato. Il neutrofi.lo, 
tramite specifici recettori, aderisce alle 
cellule endoteliali e, guidato da un 
gradiente chemiotattico, attraversa la 
parete delle venule per giungere nel sito 
infiammatorio. Qui esso riconosce il 
microrganismo infettante tramite 
recettori per molecole che rivestono il 
batterio, dette opsonine, quali anticorpi 
IgG e i frammenti C3b e C3bi del 
comple!llento (Witko-S arsat V et al., 
2000). E il legame recettoriale a indurre 
l'emissione di pseudopodi attorno al 
microrganismo con conseguente 
formazione del fagosoma (Henson P.M. 
et al., 1992). L'uccisione del 
microrganismo ingerito confinato nel 
fagosoma viene attuata sia per lo 
scarico all'interno di questo delle 
proteine citotossiche dei granuli e sia 
per la produzione di radicali liberi a 
livello della faccia interna della 
membrana del fagosoma stesso (Fig. 1). 
I fattori microbicidi, grazie alle limitate 
~en~ioni dello spazio in cui vengono 
liberati, raggiungono concentrazioni 
altissime e molto efficaci, non 
raggiungibili se il contenuto dei granuli 
fosse scaricato nell'ambiente 
extracellulare (Silverstein S. C. et al, 1977; 
Stossel T.P., 1977). 
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Fig. 1: Rappresentazione dei principali meccanismi antibatterici attuati in seguito a 
fagocitosi all'interno del fagosoma. 
1.2- Meccanismi microbicidi 
Contemporaneamente al 
processo di liberazione del contenuto 
granulare dei neutrofili 
("degranulazione"), nel fagosoma 
avviene la produzione di radicali 
dell'ossigeno ed acqua ossigenata, la cui 
attività, come nel caso dei componenti 
granulari, viene favorita dalle limitate 
dimensioni del fagosoma. 
L'importanza che i meccanismi 
antibatterici dei neutrofili rivestono nel 
difendere l'organismo dalle infezioni è 
enorme ed è provato dall'esistenza di 
diverse malattie ereditarie, spesso 
incompatibili con la vita, causate da 
difetti dei singoli processi che 
esamtneremo (Witko-S arsat V. et aL, 
2000). 
I meccanismi per l'uccisione dei 
microrganismi possono essere distinti 
in due grosse categorie: 
1) meccanismi ossigeno-dipendenti; 
2) meccanismi ossigeno-indipendenti. 
-meccanismi ossigeno-dipendenti 
L'uccisione del microrganismo è 
determinata dal rapido assemblaggio e 
dall'attivazione del complesso 
NAD PH -ossidasico, che ossida 
l'NADPH e riduce l'ossigeno (00 ad 
anione superossido (02-). Quest'ultimo 
dismuta, spontaneamente, oppure per 
intervento della superossidodismutasi 
(SOD), formando acqua ossigenata 
(H200 e ossigeno (Klebanoff S.]. and 
Clark RA., 1978). Le due reazioni 
sono: 
2 0 2+NADPH-+2 0 2-+NADP++H+ 
2 0 2- +2 H+ SOD ... H202 +02 
È importante il corretto 
assemblaggio della NAD PH -ossidasi, 
di cui alcune componenti si trovano 
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localizzate sulla membrana plasmatica, 
mentre altre sono solubili nel citosol. 
Durante la fagocitosi queste 
ultime si associano a quelle di 
membrana, formando il complesso 
enzimatico attivo, che 
progressivamente viene racchiuso nel 
fagosoma, dove l'anione superossido e 
l'acqua ossigenata prodotti vanno a 
diretto contatto con il microrganismo 
ingerito, e dove, grazie alle ridotte 
dimensioni del vacuolo, possono 
raggiungere alte concentrazioni. Nel 
contesto del fagolisosoma la NADPH-
ossidasi è funzionante, ma 1'02- e 
l'H20 2 prodotti in questo modo, che di 
per sé possono avere una certa attività 
antibatterica, sono spesso insufficienti 
per indurre la morte del batterio in 
modo rapido ed efficiente. In ogni caso 
l'anione superossido, reagendo con 
altre molecole prodotte nella cellula 
attivata (H20 2, monossido di azoto), 
genera altri potenti ossidanti, come il 
radicale idrossile (OH·) ed il 
perossinitrito (ONOO "), in grado di 
esercitare un'importante azione citocida 
diretta, anche in assenza di componenti 
granulari. L'efficienza del sistema è 
inoltre assicurata da un altro fattore che 
i granuli azurofili riversano dopo 
fusione con il fagosoma (fenomeno 
detto di degranulazione ): l'enzima 
mieloperossidasi (MPO). Questo 
enzima, consente la formazione di un 
potente ossidante microbicida: in 
presenza di un alogenuro come il cloro 
(Ct), laMPO riduce l'acqua ossigenata 
ad acqua e genera l'acido ipocloroso 
(CIO-) dotato di potente attività 
microbicida, grazie alla sua attività 
ossidante (Klebanoff S.]. and Clark RA., 
1978): 
H20 2 + Cl- MPO • CIO- + H20 
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Quindi il meccanismo ossigeno-
dipendente combatte l'agente patogeno 
costringendolo in un ambiente reso 
altamente pro-ossidante, che può 
favorire la formazione di legami 
crociati tra le proteine, l'alogenazione 
di queste, la lipoperossidazione e 
l' ossidazione di aminoacidi, inducendo 
la morte del microrganismo. Per la sua 
ott1m.1Zzazione è comunque 
fondamentale il processo secretorio, 
senza il quale la parte svolta dalla MPO 
non si potrebbe realizzare. 
Il processo di ucctstone e 
distruzione del microrganismo è 
associato ad una progressiva variazione 
del pH. Inizialmente si assiste ad una 
alcalinizzazione (pH 8) seguita da un 
leggero abbassamento del pH, che si 
porta a valori neutri nei primi 1 O minuti 
di formazione del fagosoma, quando ad 
agire sono i fattori citocidi, la cui 
funzione risulta ottimale a questo pH. 
Successivamente, l'ambiente s1 
acidifica, favorendo l'attività 
degradativa delle idrolasi acide (Henson 
P.M. et al, 1992). 
-meccanismi ossigeno-indipendenti 
All'uccisione del batterio, 
durante la fase di pH neutro, 
partecipano anche proteine contenute 
nei granuli che vengono scaricate, 
mediante esocitosi, nel fagolisosoma, 
tra cui la lattoferrina, il lisozima, la 
proteina BPI (bactericidal-permeability 
increasing) e le defensine (Henson P M. 
et al, 1992). Come abbiamo già detto, 
successivamente le idrolasi acide, 
anch'esse provenienti dalla 
degranulazione dei ~anuli azurofili, 
degradano il batterio. È in questa fase 
finale che il pH raggiunge valori di 4-5, 
il p H ottimale per l'attività di questi 
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enzimi (Klebanoff S.]. and Clark RA., 
197 8). Quindi i meccanismi battericidi 
dipendono in gran parte dal processo 
secretorio del contenuto granulare 
( degranulazione) nel vacuo lo di 
fagocitosi: quelli ossigeno-dipendenti 
per l'apporto di MPO, gli altri per 
l'apporto di proteine battericide. 
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1.3- I granuli secretori 
I granulociti neutrofili 
contengono diversi tipi di granuli con 
un ricco repertorio di sostanze 
antimicrobiche (Tabella 1), tra cui la 
mieloperossidasi (MPO) e l'elastasi. 
Tabella 1: Alcuni dei componenti segregati nei granuli dei neutrofili umani (Borregaard N 
and Cowland f. B., 1991) 
GRANULI GRANULI GRANULI VESCICOLE 
AZUROFILI SPECIFICI CONTENENTI SECRETORIE 
GELATI NASI 
Proteine antimicrobiche 
mieloperossidasi lisozima lisozima fosfatasi alcalina 
elastasi lattoferrina gelatinasi albumina 
lisozima collagenasi 
BPI 
defensine 
catepsina G 
idrolasi acide 
Recettori 
CD11b/CD18 
fl\fLP-R 
1NF-R 
per la fibronectina 
perlalaminina 
Come indicato in tabella, 
esistono quattro popolazioni principali 
di granuli: azurofili, specifici, granuli 
contenenti gelatinasi e vescicole 
secretorie. L' etereogeneità di tali classi 
è dovuta a differenze morfologiche e 
funzionali, poiché il loro contenuto e i 
tempi di secrezione sono specifici per 
ogni tipo. 
La loro biogenesi segue il 
percorso di differenziazione del 
granulocita. 
-Granuli azurofili (o primari), 
elettrondensi e con diametro di circa 
320 nm, sono i primi a comparire allo 
CD11b/CD18 
CD11b/CD18 CR1 
fl\fLP-R FcyR 
fl\fLP-R 
perLPS 
stadio di promielocita. La loro 
formazione termina allo stadio di 
mielocita, quando cotn111oano a 
comparire i granuli specifici. Nella 
cellula matura i granuli azurofili sono, 
tra i vari tipi di granuli, in numero 
minore, perché, quando cessa la loro 
formazione, le cellule continuano a 
replicarsi ed i granuli vengono suddivisi 
tra le cellule figlie che, al contrario, 
continuano a produrre altri tipi di 
granuli. 
Sono caratterizzati dal loro 
contenuto di mieloperossidasi (MPO) e 
di altre sostanze battericide, oltre che di 
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tipici enzimi lisosomali. La MPO, che è 
uno dei più abbondanti (rappresenta il 
S0/o delle proteine totali del neutrofilo), 
come già detto, utilizza il perossido di 
idrogeno derivato dall'attività della 
generare composti altamente tossici, 
reagendo ad esempio con aminoacidi e 
acidi grassi. 
Questi granuli contengono anche 
il lisozima, capace di digerire il 
peptidoglicano della parete batterica di 
alcuni batteri Gram positivi (rompe il 
legame tra N -acetil-glucosamina e acido 
N -acetilmuramico ), e la proteina BPI, 
che incrementa la permeabilità della 
parete batterica. Peptidi cationici di 30-
33 aminoacidi, ricchi in cisteina e 
arginina agiscono invece sul 
plasmalemma, formando dei pori di 
membrana. Essi vengono chiamati 
defensine, comprendono circa il S0/o 
delle proteine totali del neutrofilo e 
sono attive contro un ampio range di 
batteri (sia Gram positivi che Gram 
negativi) e virus. 
Tra i tipici enzimi lisosomali 
presenti, ricordiamo le idrolasi acide, 
come la ~-glucuronidasi, le D NAsi e le 
RNAsi (Bainton D., 1992). In questi 
granuli sono presenti anche le 
proteinasi neutre come l' elastasi, la 
catepsina Gela proteinasi 3. 
-Granuli specifici (o secondari), 
più piccoli e numerosi degli azurofili, 
hanno un diametro di circa 240 nm 
(Lollike K et al., 1995). Quando cessa la 
produzione degli azurofili, allo stadio di 
mielocita, compaiono i granuli specifici, 
che per questa ragione si chiamano 
anche secondari. La loro produzione 
continua fino agli stadi terminali della 
differenziazione del neutrofilo. 
Contengono poca mieloperossidasi 
poiché anche la produzione di tale 
enzima cessa allo stadio di mielocita, 
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NAD PH -ossidasi per ossidare 
alogenuri, con generazione degli acidi 
ipoalogenosi, a loro volta potenti 
ossidanti, capact di 
così la proteina viene incamerata solo 
in alcuni di essi. O l tre a proteasi neutre, 
come la collagenasi e a qualche fattore 
battericida che agisce in sinergia con 
altri fattori degli azurofili, possiedono 
un notevole corredo di proteine di 
membrana, come una integrina ~2 
(CD11b/CD18) e recettori per i fattori 
chemiotattici, come il recettore per 
WLP (formil-metionil-leucil-
fenilalanina). I granuli specifici quindi 
partecipano alla regolazione 
dell'espressione di recettori di 
membrana e molecole di adesione del 
granulocita neutrofilo. Anche il 
citocromo b558 (Cyt b558) è presente 
negli specifici e partecipa 
all'assemblaggio del complesso 
enzimatico delle NAD PH -ossidasi sulla 
membrana plasmatica (Roos D. et al., 
1996). È possibile inoltre che la 
lattoferrina (Henson P.M. et al., 1992) 
contenuta nella matrice dei granuli 
specifici, chelando il ferro, privi i 
microbi di importanti fattori di crescita. 
Più recentemente sono stati 
individuati altri due tipi di granuli: 
-Granuli contenenti gelatinasi, 
hanno un diametro di 190 nm (Lollike 
K et al., 1995), costituiscono circa il 
2So/o di tutti i granuli perossidasi-
negativi ed hanno una concentrazione 
di gelatinasi maggiore rispetto a quella 
dei granuli specifici. Probabilmente il 
significato della mobilizzazione di 
questi granuli è il rilascio della gelatinasi 
(proteina collagenolitica per il collagene 
IV e V). È stato osservato che la 
gelatinasi dei granuli specifici è diversa 
da quella dei granuli contenenti 
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gelatinasi, perchè è complessata con la 
proteina NGAL (neutrophil gelatinase 
associated lipocalin) (Borregaard N. et al., 
1993; Borregaard N and Cowland ].B., 
1997) 
-V esci cole secretorie, hanno 
un diametro di circa 100 nm (Lollike K 
et al., 1995) e si caratterizzano per la 
presenza di fosfatasi alcalina ed 
albumina che è rilasciata durante il 
processo secretorio ( Gullberg U. et al., 
1991). La membrana delle vescicole 
secretorie in aggiunta alla fosfatasi 
alcalina contiene l'integrina ~2 
CD 11 h/ CD 18, il recettore per il fattore 
chemiotattico fM:LP ed il Cyt h558 
(Borregaard N et al., 1993; Roos D. et al., 
1996). Questo quarto tipo di granuli 
compare allo stadio di granulocita 
maturo e la sua origine potrebbe 
coinvolgere il processo di endocitosi, 
data la presenza di proteine plasmatiche 
come l'albumina (Borregaard N. and 
Cowland ].B., 1991). 
Risulta quindi chiaro che 1 
granuli azurofili sono depositari della 
maggior parte del potenziale 
microbicida del neutrofilo, mentre i 
granuli specifici, e probabilmente anche 
gli altri due tipi di granuli, segregano 
per gran parte un gruppo di recettori 
che rendono disponibili a richiesta. 
L'estrema sensibilità con cui il 
neutrofilo risponde allo stimolo 
infiammatorio mediante la 
mobilizzazione delle vescicole 
secretorie, con il risultante aumento di 
proteine di adesione a livello della 
membrana plasmatica, suggerisce che le 
vescicole secretorie assumono un ruolo 
primario nell'interazione del neutrofilo 
con l'endotelio e quindi nella 
migrazione transendoteliale (Borregaard 
N et al., 1993). 
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2.0- DEGRANULAZIONE E 
SECREZIONE 
Come già detto all'inizio, il 
contenuto dei granuli può essere 
rilasciato nel fagosoma oppure nel 
medium extracellulare. N el primo caso, 
fenomeno di degranulazione, il 
contenuto granulare viene solubilizzato 
nel vacuolo di fagocitosi e partecipa ai 
meccanismi battericidi. La membrana 
granulare viene incorporata in quella 
del fagosoma ed eventualmente 
riciclata, mediante vescicolazione di 
questo, verso la plasmamembrana. 
(Kuijpers T. W. et al., 1991). Nel secondo 
caso, fenomeno della secrezione, il 
contenuto granulare citotossico viene 
secreto all'esterno, dove può 
danneggiare i tessuti. In questo caso la 
membrana granulare viene incorporata 
direttamente nella membrana 
plasmatica, cui può apportare recettori 
specifici (Henson P.M. et al., 1992). 
Quindi le due principali attività dei 
fagociti, e cioè la benefica attività 
antimicrobica e la potenzialmente 
dannosa attività proinfiammatoria, 
potrebbero dipendere, in ultima analisi, 
da un solo meccanismo, cioè la fusione 
dei granuli con il fagosoma, chiuso 
( degranulazione) nel primo caso, o 
ancora aperto (secrezione) nel secondo. 
Il fatto che entrambi questi 
fenomeni dipendano da un unico 
meccarusmo amane, però, ancora 
un'ipotesi e non è escluso che 
secrezione e degranulazione siano 
fenomeni regolati, almeno in parte, da 
meccanismi diversi. Poter comprendere 
in dettaglio il meccanismo molecolare 
di degranulazione e secrezione, 
potrebbe voler dire concepire strategie 
terapeutiche atte a limitare il danno 
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infiammatorio ovvero a potenziare la 
capacità microbicida. 
Mentre la degranwazione 
interessa sia i grantÙÌ azurofili che gli 
specifici, la secrezione vede coinvolti 
principalmente questi wtimi, accanto a 
quelli contenenti gelatinasi e alle 
vescicole secretorie, e, solo in 
condizioni particolari, 1 grantÙÌ 
azurofili. Uno stimolo secretorio, 
infatti, non necessariamente induce il 
rilascio di tutti i tipi di granllii, ma ogni 
tipo richiede che si verifichino 
condizioni particolari. Una di queste 
sembra essere un progressivo aumento 
della concentrazione di Ca2+ citosolico. 
Alla concentrazione di calcio 
intracellware 300 nM, infatti, vengono 
mobilizzati i grantÙÌ specifici ed a 7 50 
nM quelli azurofili (Sengelov H. et aL, 
1993). Inoltre è noto che i neutrofili 
durante la transmigrazione rilasciano 
gran parte del contenuto dei loro 
granuli specifici, ma non degli azurofili 
(Wnght D.G. and Gal/in ].I., 1979). 
Infine, tÙteriori studi hanno 
confermato che durante la 
transmigrazione l'ordine di secrezione 
è: vescicole secretorie > granuli 
contenenti gelatinasi > grantÙÌ specifici 
> grantÙÌ azurofili (S engelov H. et aL, 
1993; Witko-Sarsat V. et aL, 2000). Il 
significato funzionale di tale ordine non 
è solo la necessità di esporre recettori e 
molecole di adesione, ma anche 
rendere disponibili enz1m1, come 
collagenasi e gelatinasi, atti a digerire la 
membrana basale dell'endotelio, così da 
favorire la migrazione del grantÙocita. 
Mentre la secrezione dei granuli 
specifici favorisce la transmigrazione, è 
molto opportuno che durante questo 
processo la secrezione degli azurofili 
venga bloccata o comunque non 
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favorita. È in questi organtÙÌ, infatti, 
che prevalgono fattori altamente 
citotossici che potrebbero arrecare 
gravi danni alle cellwe endoteliali 
(Sengelov H. et aL, 1993). 
Soltanto durante la fagocitosi i 
granuli azurofili riversano il loro 
contenuto nel fagosoma 
contemporaneamente a quelli specifici. 
È logico pensare che durante 
l'ingestione di microrganismi vengano 
annllilati quei meccanismi che bloccano 
altrimenti la mobilizzazione azurofila. 
Comunque, durante la fagocitosi, una 
parte non trascurabile del contenuto 
dei grantÙÌ azurofili può essere secreta 
all'esterno, causando danno ai tessuti 
circostanti. Il fatto che, per i grantÙÌ 
azurofili, degranwazione e secrezione 
siano collegati causalmente tra loro è 
sostenuto da alcune osservaz1oru 
sperimentali, ma la documentazione 
morfologica è ancora mancante. I due 
fenomeni non sono mai stati 
quantizzati contemporaneamente nella 
stessa popolazione cellware, perciò non 
è ancora noto se siano due aspetti dello 
stesso fenomeno, oppure se siano 
attuati secondo meccanismi diversi e 
quindi diversamente regolati (Henson 
P.M. et aL, 1992; Fittschen C. and Henson 
P.M., 1994; Nath ]. et aL, 1994). 
Benchè esistano metodi di 
misura ampiamente accettati per 
quantizzare lo scarico extracelltÙare di 
componenti granwari/lisosomali, la 
mancanza di un metodo semplice e 
rapido per una valutazione quantitativa 
della fusione grantÙare al fagosoma 
rende incompleto lo studio di questo 
fenomeno. Inoltre, attualmente molto 
poco è noto sui meccanismi molecolari 
che regolano questi processi, a dispetto 
dell'importanza di questo tema. 
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A riguardo, nella prima parte di 
questa tesi proponiamo un metodo per 
la valutazione quantitativa del processo 
di degranulazione in granulociti 
neutrofili umani fagocitanti, mentre 
l'argomento della seconda parte di 
questa tesi riguarda la regolazione 
molecolare della fusione, fenomeno 
che è alla base di degranulazione e 
secrezione, in quanto oggetto di studio 
di grande interesse per la comprensione 
sia dei meccanismi di difesa e sia dei 
meccanismi di danno infiammatorio. In 
particolare, in questa seconda parte, ci 
siamo occupati di proteine "sensori del 
calcio", che si sono viste essere 
coinvolte nel processo di esocitosi in 
diversi tipi cellulari, tra cui le cellule 
nervose e le neuro-endocrine, e noi 
abbiamo cercato di investigare se sono 
presenti eventualmente anche net 
fagociti umani. 
3.0- IL FAGOSOMA E LA SUA 
FUSIONE CON I GRANUU 
(DEGRANULAZIONE) 
La formazione del fagosoma è la 
chiave della funzione battericida dei 
fagociti. È questo infatti l'ambiente più 
adatto a determinare la capacità 
citocida di queste cellule, in quanto, 
oltre ad essere piccolo sufficientemente 
da permettere che le sostanze 
battericide raggiungano altissime 
concentrazioni e che il pH interno vari 
da valori leggermente alcalini e poi 
neutri nei primi minuti ad acidi 
tardivamente (Henson P.M. et al, 1992), 
comporta l'assemblaggio di molecole 
capaci di legare i granuli sulla faccia 
citosolica (non luminale) della sua 
membrana, favorendo la fusione 
granulo-fagosoma. La fusogenicità del 
fagosoma, cioè la capacità che questo 
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organulo ha nel consentire o meno che 
avvenga la fusione con i granuli, è 
particolarmente rilevante. Gli studi in 
merito sono stati sporadici e i risultati 
finora ottenuti indicano, comunque, 
una profonda omologia tra i 
meccanismi di secrezione rivelati nelle 
sinapsi e nelle cellule neuroendocrine 
(S udhof T. C. et al, 199 3) e quanto 
sembra avvenga nel neutrofilo (vedi 
paragrafo 5.0- La secrezione nelle 
cellule nervose). 
Alcuni lavori indicano come il 
fagosoma, parallelamente alla 
acquisizione di componenti granulari, 
possa "maturare" nel tempo, possa cioè 
modificare progressivamente la 
compostztone proteica della sua 
membrana. 
Si è potuto constatare che in primo 
luogo la membrana del fagosoma, 
subito dopo la formazione, si 
differenzia tn compostztone dalla 
membrana plasmatica (Pitt A. et al., 
1992; Clemens D.L and Horow#z MA., 
1995; Clemens D.L, 1996) e in secondo 
luogo può avvenire un continuo riciclo 
per vescicolazione di proteine dal 
fagosoma alla superficie cellulare e una 
progressiva associazione sulla faccia 
citoplasmatica di proteine citosoliche 
(annessine), proteine endosomali 
(GTPasi Rab) e del citoscheletro (Ernst 
].D., 1991; Degardins M. et al., 1994; 
Robinson M.S. et al., 1996; Ernst ].D., 
1998). 
Sembra che l'assemblaggio di proteine 
sulla faccia esterna del fagosoma possa 
cambiare a seconda dei recettori che 
sono stati interessati dal processo 
iniziale di adesione. Allen e Aderem 
(Allen LH. and Aderem A., 1996) hanno 
dimostrato l'esistenza di diversità a 
livello dei componenti del citoscheletro 
tra i fagosomi formati in seguito alla 
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fagocitosi di particelle opsonizzate con 
fattori complementari e fagosomi 
formati in seguito a fagocitosi mediata 
da recettori per l'F c delle IgG. Poiché è 
ampiamente accettato che le 
modificazioni della faccia citosolica del 
fagosoma siano direttamente correlate 
con la fusogenicità, è anche possibile e 
probabile che l'impegno di un profilo 
particolare di recettori (e quindi le 
condizioni di opsonizzazione) e/ o una 
maturazione adeguata del fagosoma 
possa modificare la fusogenicità di 
questo organulo. 
Molto probabilmente i microrganismi 
parassiti intracellulari facoltativi, come 
il Mycobacterium tuberculosis, modificano il 
fagosoma da "cella del braccio della 
morte" a "ospitale ambiente atto alla 
crescita", proprio agendo su questi 
processi. Alcuni di essi bloccano la 
fusogenicità del fagosoma modificando 
la sua maturazione e la natura del 
complesso proteico che si assembla 
sulla faccia citosolica. Infatti 
Mycobacterium tuberculosis opsonizzati con 
anticorpi consentono la fusione con i 
lisosomi, invece se non opsonizzati 
non sono in grado di farlo (Ernst ].D., 
1998). 
Non c'è ancora prova sicura che questi 
fenomeni dipendano da un impegno 
specifico di un profilo recettoriale e/ o 
dalle condizioni di opsonizzazione, ma 
questa possibilità rappresenta 
un'interessante ipotesi di lavoro. 
3.1- Valutazione quantitativa 
della degranulazione 
Mentre per la misura della 
secrezione esistono metodi collaudati e 
semplici, ciò non è vero per la 
degranulazione. È possibile misurare 
questo fenomeno con 1 metodi 
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qualitativi e semi-quantitativi sotto-
elencati: 
1. analisi qualitative e semiquantitative 
di tipo ultrastrutturale 
immunocitochimico, ad esempio 
con la tecnica dell'immunogold 
(Rabinowitz S.R et aL, 1992; 
Derfardins M. et aL, 1994; Clemens 
D.L andHorowitzMA., 1995) 
2. analisi quantitative per isolamento 
dei fagosomi su gradienti di densità 
e misura degli enzimi granulari in 
essi contenuti (Stossel T.P. et aL, 
1971; Stossel T.P. et aL, 1972; Joiner 
KA. et aL, 1989); 
3. analisi qualitativa o semiquantitativa 
basata sullo scarico intrafagosomale 
di sostanze lisosomotrope 
evidenziabili al microscopio 
elettronico (sostanze elettrondense) 
(Kielian M.C. and Chon ZA., 1980; 
Kielian M.C. et aL, 1982) oppure 
ottico (sostanze fluorescenti) 
(Ishibashi Y. andArai T., 1990 -1 e 2); 
4. analisi qualitativa ultrastrutturale 
basata sull'uso di substrati 
cromogeru che vengono 
passivamente inglobati nel 
fagosoma insieme alla particella da 
fagocitare. La diaminobenzidina, per 
esempio, raggiunto l'interno del 
fagosoma, viene ossidata dalla MPO 
scaricata "in situ" dai granuli 
azurofili (Baehner RL et aL, 1969; 
Briggs R T. et aL, 1975). 
Tutti questi metodi sono utili per 
dimostrare il fenomeno e quantizzarlo 
grossolanamente. Sono però 
dispendiosi in termini di tempo, perché 
lunghi da analizzare e perchè 
richiedono un elevato numero di cellule 
(microscopio elettronico) o infine 
perché sono molto laboriosi 
(isolamento dei fagosomi). Inoltre 
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nessuno di questi metodi prevede la 
valutazione del fenomeno su cellule 
intere e vitali. 
Di conseguenza secrezione e 
degranulazione non sono mai state 
quantizzate contemporaneamente nella 
stessa popolazione cellulare e perciò 
non è ancora noto se siano due aspetti 
dello stesso fenomeno oppure se siano 
attuati secondo meccanismi diversi e 
quindi diversamente regolati. Anzi, a 
dispetto di queste incertezze, è in 
ampio uso misurare la degranulazione 
come secrezione, assumendo la 
causalità dei due fenomeni. 
4.0- LA SECREZIONE NEI 
NEUTRO FILI 
Studi su neutrofili fagocitanti 
batteri e particelle di zymosan (pareti 
cellulari di lievito) suggeriscono che il 
processo di degranulazione e di 
secrezione extracellulare potrebbero 
essere la stessa cosa. Lo scarico di 
granuli in un fagosoma in via di 
formazione, che non si è ancora 
completamente chiuso, potrebbe 
risultare nel rilascio di componenti 
granulari all'esterno. T aie processo è 
comunemente noto con il termine di 
"rigurgito durante il pasto" (Henson 
P.M. et aL, 1992; Borregaard N and 
Cowland ].B., 1997). 
È stata inoltre dimostrata 
un'altra forma di secrezione, che si 
realizza quando il neutrofilo aderisce ad 
un substrato troppo grande per essere 
fagocitato, e riversa il contenuto dei 
granuli ( azurofili e specifici) nello 
spazio delimitato dai margini della 
cellula aderente. Analisi ultrastrutturali 
mostrano che, in questo caso, lo 
scarico avviene per fusione diretta del 
granulo con la membrana plasmatica. 
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Tale processo è considerato simile alla 
fusione granulo-fagosoma, ma poiché 
non può avvenire l'intemalizzazione, lo 
scarico è diretto verso l'esterno. Tale 
fenomeno è noto con il termine di 
"fagocitosi frustrata" (Henson P M. et aL, 
1992). 
Sia il "rigurgito durante il pasto" 
che la "fagocitosi frustrata" 
suggeriscono comunque un'inefficienza 
o un'esasperazione di quello che è il 
normale processo di scarico dei granuli 
nel fagosoma, e potrebbero non essere 
sufficienti a spiegare da soli il 
meccanismo secretorio. Infatti, un 
sempre maggior numero di evidenze 
suggerisce che esistono molteplici vie 
nel meccarusmo molecolare di 
secrezione nei granulociti neutrofili 
(Henson P.M. et aL, 1992; Fittschen C. and 
Henson P.M., 1994; Nath ]. et aL, 1994), 
che presumibilmente sono controllate a 
livello del processo di aggancio della 
membrana granulare al sito di fusione. 
Inoltre si è visto che in neutrofili 
esposti a particelle fagocitabili si 
verifica secrezione entro pochi minuti, 
un periodo di tempo in cui si può 
osservare solo un primo contatto tra la 
membrana del fagocita e la particella, e 
quando è ancora presente sotto la 
membrana plasmatica la rete 
filamentosa che impedisce l'accesso dei 
granuli (Henson P.M. et aL, 1992). Non 
trovando una sptegaztone 
soddisfacente nel fenomeno del 
"rigurgito durante il pasto", Henson ha 
proposto l'esistenza di un traffico 
vescicolare dalla plasmamembrana ai 
granuli e viceversa, che veicolerebbe 
all'esterno componenti granulari 
(Fittschen C. and Henson P.M., 1994). 
Infine, come già citato (Pitt A. et 
al., 1992), seguendo la maturazione del 
fagosoma in neutrofili, è stato visto che 
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alcuni markers di membrana, presenti 
inizialmente, diminuiscono, mentre 
altri, che definiscono la maturazione 
del fagosoma, tendono ad aumentare 
ed è lecito pensare che questo avvenga, 
almeno in parte, proprio grazie ad una 
vescicolazione del fagosoma. Poiché la 
degranulazione comporta uno scarico 
intrafagosomale di componenti 
granulari, potrebbe essere che la 
vescicolazione del fagosoma alla 
membrana plasmatica prelevi 
passivamente un quota del contenuto e 
lo scarichi all'esterno. È cioè possibile 
che la secrezione che si accompagna 
alla fagocitosi sia regolata dal 
meccarusmo di riciclo verso la 
membrana. 
Riassumendo, mentre la 
degranulazione sembra dipendere da un 
meccanismo unico Qa fusione diretta 
granulo-fagosoma), la secrezione attiva 
nel medium extracellulare può 
dipendere da: 
1. "rigurgito durante il pasto"; 
2. fusione diretta 
plasmamembrana 
frustrata); 
granulo-
( fagocitosi 
3. traffico vescicolare membrana-
granulo-membrana; 
4. vescicolazione durante la 
maturazione del fagosoma. 
A nostro avviso nessuna delle 
quattro ipotesi proposte per spiegare la 
secrezione azurofila attiva extracellulare 
può essere esclusa. In condizioni di 
normale fagocitosi è molto improbabile 
che una fusione diretta granulo 
azurofilo-plasmamembrana abbia 
luogo. Riteniamo però possibile che il 
"rigurgito durante il pasto" svolga un 
ruolo precoce durante la fagocitosi e 
che la secrezione associata alla 
maturazione del fagosoma possa avere 
un ruolo più tardivo, anche dopo che la 
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fagocitosi è terminata. La 
vescicolazione granulare può 
accompagnare ognuno di questi eventi, 
soprattutto quando è associata 
un'intensa pinocitosi. È da notare che, 
a parte la fusione diretta granulo-
membrana e il "rigurgito durante il 
pasto", la secrezione potrebbe avvenire 
comunque grazie ad un traffico 
intracellulare di vescicole, dalla 
membrana al granulo o al fagosoma, e 
viceversa, e quindi potrebbe essere 
regolata principalmente da meccanismi 
diversi da quelli che regolano la fusione 
diretta granulo-fagosoma. 
Risulta quindi evidente che il 
meccanismo della secrezione non è 
ancora chiaro. La secrezione però è una 
funzione propria di molti tipi di cellule, 
tra cui cellule endocrine e nervose, e in 
queste ultime il meccanismo 
molecolare di questo processo è stato 
in parte svelato ed è servito da modello 
per lo studio del meccarusmo 
secretorio in altre cellule, come ad 
esempio i neutrofili. 
5.0- LA SECREZIONE NELLE 
CELLULE NERVOSE 
La trastrusstone dell'impulso 
nervoso da un neurone all'altro avviene 
a livello della terminazione sinaptica 
tramite un processo secretorio. N el 
terminale pre-sinaptico le vescicole 
sinaptiche contenenti neuro-
trasmettitori, come l'aceti colina o il 
glutammato, sono ancorate all'actina 
del citoscheletro tramite le proteine 
sinapsina A e B. L'arrivo dell'impulso 
nervoso induce l'apertura dei canali del 
Ca2+, determinandone l'aumento della 
concentrazione nell'ambiente 
intracellulare. A questo aumento della 
concentrazione del calcio consegue la 
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fosforilazione della sinapsina da parte 
di una proteinchinasi calcio-
calmodulina dipendente ( calmodulina 
chinasi II). Anche un aumento di 
cAMP può determinare lo stesso 
effetto tramite la proteinchinasi A. La 
fosforilazione determina una minore 
affinità della sinapsina per l'actina con 
conseguente distacco della vescicola dal 
citoscheletro. In questo modo le 
vescicole possono facilmente 
addossarsi alla faccia interna della 
membrana plasmatica (fesse! T.M. and 
Kande!E.R, 1993). 
A questo distacco e conseguente 
spostamento segue il fenomeno del 
"docking'', ctoe l'aggancio della 
vescicola alla faccia interna della 
membrana plasmatica del bottone 
p:resinaptico (fesse! T.M. and Kandel E.R, 
199 3), al quale seguono la fusione della 
vescicola, lo scarico del suo contenuto 
ed il riciclo della sua membrana. 
Al fenomeno del "docking'' 
prendono parte diverse classi di 
proteine (Fig. 2), localizzate in diversi 
compartimenti subcellulari: 
• I compartimento: membrana della 
vescicola sinaptica. 
Proteine rilevanti per la fusione a 
questo livello sono la sinaptobrevina o 
V AMP (V esicle Associated Membrane 
Protein) e la sinaptotagmina. 
• II compartimento: faccia interna 
della membrana plasmatica. 
A questo livello sono localizzate 
le sintaxine, le neurexine e la SNAP-25 
( sinaptosome associated protein-25 
KDa). 
• III compartimento: proteine 
citosoliche. 
N el cito sol è stata scoperta una 
proteina legante l'A TP, chiamata 
fattore N -etilmaleimide sensibile 
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(NSF), che nel lievito è richiesta per la 
fusione tra vescicole e membrane 
intracellulari, e che interagisce con una 
proteina solubile legante NSF (SNAP-
Soluble NSF Attachment Protein), 
formando un complesso citoplasmatico 
stabile in condizioni di attivazione 
(SiidhofT.C. et aL, 1993). 
Un'altra classe di proteine 
individuate a livello di citoplasma è 
quella delle proteine Rab, GTPasi a 
basso peso molecolare, la cui specifica 
localizzazione ha fatto pensare al loro 
coinvolgimento nel traffico 
intracellulare. Due membri di questa 
famiglia, Rab3a (Fischer von Mollard G. et 
al, 1991) e Rab5a (De Hoop ]. et aL, 
1994), sembrano coinvolti nello stadio 
di "docking''. 
Due sono i possibili meccanismi 
di interazione tra queste proteine: 
a. interazione con il complesso NSF-
SNAP, quale ponte tra le proteine 
sulla membrana delle vescicole 
sinaptiche e quelle sulla membrana 
presinaptica. Questa loro funzione 
recettoriale ha permesso di definirle 
come recettori per SNAP (SNARE, 
cioè SNAP receptors, distinte in v-
SNARE se sono sulla membrana 
delle vescicole, e t-SNARE se sono 
sulla membrana target presinaptica). 
b. interazione diretta della 
sinaptobrevina con proteine del 
complesso SNARE (Ushkaryou Y A. 
et aL, 1992). 
Vi sono poi delle proteine 
citosoliche che interagiscono con i 
fosfolipidi di membrana, in modo Ca2+-
dipendente, anziché con altre proteine 
della membrana plasmatica: si tratta 
delle annessine. È stato proposto che la 
loro oligomerizzazione possa formare 
un ponte, in modo da avvicinare due 
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membrane di strutture secretorie. Si 
presuppone vi sia una loro 
partecipazione nel meccanismo del 
"docking": favorirebbero la fusione tra 
Sinaptotagmina 
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la membrana delle vescicole secretorie 
e la membrana plasmatica durante il 
processo di esocitosi. 
Sinaptofisina ? 
MEMBRANA 
della VESCICOLA 
SINAPTICA 
Canale 
calcio 
MEMBRANA 
~~~~~~ PRESINAPTICA 
t-SNARE 
Fig. 2 : Disegno rappresentante le proteine io gioco al momento della fusione tra la 
membrana di una vescicola sioaptica e la membrana presioaptica. (Figura tratta da Volknandt 
W., 1995). 
In cellule neuroendocri.ne s1 e 
visto che l'annessina II (un membro 
della famiglia delle annessine, già noto 
per promuovere l'aggregazione dei 
granuli cromaffini) non è in grado di 
ripristinare l'attività secretoria in cellule 
permeabilizzate che hanno 
completamente perso la loro 
proteinchinasi C (PKC), o in cellule in 
cui quest'enzima veniva inibito. Essa 
però, se prefosforilata in vitro da PKC, 
può ripristinare la secrezione in cellule 
depletate della lora attività 
proteinchinasica. Questi risultati 
suggenscono che l'annessina II è 
coinvolta, in queste cellule, nel 
meccanismo di esocitosi tramite un 
processo che richiede una PKC attiva 
(Sarafian T. et aL, 1991). 
Il fenomeno del "docking'' è 
indispensabile per la fusione tra le 
membrane, mediante la formazione del 
poro di fusione. Pare sia coinvolta in 
questo processo la sinaptofisina, una 
proteina integrale della membrana 
plasmatica della vescicola sinaptica, che 
può formare un canale quando 
incorporata nel doppio strato lipidico, 
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dando quindi un contributo da parte 
della vescicola per la formazione del 
poro di fusione (Fig. 2). Sulla 
membrana plasmatica, invece, è stata 
identificata una proteina nota come 
fisofilina, la quale sembra partecipare 
all'assemblaggio del poro di fusione 
(jesse!T.M. and Kandel E.R, 1993). 
Anche la famiglia delle annessin~ 
sembra partecipare a questo evento. E 
stato infatti visto che l' annessina V 
(Rojas E. et al., 1990) e l'annessina VII 
(Pollard H.B. and Rojas E., 1988) 
formano dei canali Ca2+ -dipendenti 
coinvolti nel processo molecolare della 
fusione. Studi di patch-clamp fanno 
pensare che l'apertura del poro di 
fusione sia un evento Ca2+ -dipendente, 
transitorio ed oscillante con aperture e 
chiusure oscillanti ("flickering") (Monck 
].R and Fernandez].M., 1992). 
Alla fusione segue il rilascio del 
neurotrasmettitore nella fessura 
sinaptica (Kel!J RB., 1993). A questo 
livello lo svuotamento potrebbe essere 
un fenomeno passivo, mentre, in 
cellule i cui granuli contengono una 
vera e propria matrice, lo svuotamento 
quasi certamente è un fenomeno 
regolato e differenziato per i suoi 
contenuti. Come già detto, questo 
processo è ignoto, forse dipendente da 
un meccanismo di scambio ionico, 
almeno per quanto riguarda proteine 
cationi che. 
Al rilascio del neurotrasmettitore 
segue il riciclo delle strutture di 
membrana e dei neurotrasmettitori 
ancora attivi, per mantenere inalterata 
l'area di superficie della cellula e il 
numero delle strutture secretorie. 
Anche in questo caso sembra che la 
sinaptofisina giochi un ruolo 
importante. 
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In conclusione, si nota che per la 
secrezione è importante in generale il 
processo di fusione e le proteine che la 
regolano. Infatti si è indagato se le 
proteine trovate a livello di cellula 
nervosa fossero presenti anche in altre 
cellule che hanno tra le loro funzioni 
anche quella di secrezione, come t 
granulociti neutrofili. 
6.0- TRASDUZIONE DEL 
SEGNALE E SECREZIONE 
Il processo secretorio nei 
granulociti neutrofi!i ricalca, almeno 
per alcuni aspetti, quello appena 
descritto per le cellule nervose. Si 
ritiene infatti che la fusione tra due 
diversi compartimenti di membrana, 
come l'adesione e la successiva fusione 
granulo-fagosoma, prevede la 
formazione di interazioni di tipo 
proteina-proteina che favoriscono 
l'interazione tra il doppio strato 
fosfolipidico della membrana granulare 
e quello della membrana target. 
Avviene l'assemblaggio di un primo 
complesso di proteine sulla membrana 
dei granuli che li ancora alla membrana 
target (per esempio quella del 
fagosoma) e poi interviene un secondo 
complesso di proteine che favoriscono 
l'interazione e la fusione tra le due 
membrane (Siidhof T.C. et al, 1993). 
Questo duplice assemblaggio si ritiene 
essere centrale nel determinare la 
fusogenicità del fagosoma (permessività 
o meno alla fusione con i granuli). 
A monte di tali eventi c'è 
l'innesco di una complessa cascata di 
segnali che regolano la fusione granulo-
membrana, tra essi ricordiamo: 
- l'aumento nella concentrazione 
citosolica del Ca2+ e l'attivazione 
della proteinchinasi C (PKC) in 
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seguito alla formazione di inositolo-
1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerolo 
(DAG) a partire dal 
fosfatidilinositolo-4,5-bifosfato 
(PIP~; 
l'attivazione della fosfolipasi A2 
(PLA~ e della fosfolipasi D (PLD) e 
la · conseguente modificazione dei 
fosfolipidi di membrana con 
formazione di acido arachidonico e 
acido fosfatidico; 
- l'attivazione di membri della famiglia 
Rho (proteine G a basso peso 
molecolare). 
Proteine G trimeriche ad alto 
peso molecolare, associate a recettori di 
tipo serpentina (detti anche "7-
transmembrane-domain receptors"-
7TMR, i cui ligandi sono ad esempio 
C5a e fMLP), attivano la fosfolipasi C, 
che a sua volta catalizza la formazione 
di IP3 e DAG. Il Ca
2+, mobilizzato dai 
depositi intracellulari dall'lP 3, e la 
parallela attività del DAG portano 
all'attivazione della proteinchinasi C. 
L'attivazione della P I< C può derivare 
anche dall'acido fosfatidico che si 
origina dall'idrolisi della fosfatidilcolina 
da parte della fosfolipasi D (Berton G.) 
1998). 
Anche la PLA2 viene attivata dai 
7TMR. L'acido arachidonico, che essa 
produce in seguito ad attivazione, va ad 
innescare a sua volta, insieme al PIP 2 e 
a membri di Ras, l'attivazione di 
membri di Rho. Questi ultimi sono 
essenziali per la regolazione dell'attività 
della NADPH-ossidasi ed agiscono 
anche su targets che regolano la 
degranulazione, come PLA2 e PLD. 
Inoltre le proteine Rho sono essenziali 
componenti nella regolazione della 
fusione granulo-membrana target, 
grazie alla loro capacità di indurre 
riarrangiamenti localizzati del 
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citoscheletro. Questo possibile ruolo 
regolatorio è in apparente 
contraddizione con gli effetti della 
citocalasina B, che in seguito a 
disassemblaggio dei microfilamenti di 
actina, porta alla degranulazione. Ma il 
riarrangiamento del citoscheletro Rho-
mediato è un processo altamente 
dinamico e localizzato: la 
depolimerizzazione dei microftlamenti 
di actina tra i granuli e la superficie 
delle membrane è accompagnata dalla 
polimerizzazione in regioni opposte, 
dove può assicurare una "driving 
force" per il processo di fusione. 
Quindi la citocalasina B potrebbe 
semplicemente ridistribuire i granuli 
alla periferia della cellula, consentendo 
una fusione artificialmente indotta con 
la membrana (Berton G.) 1998 ). 
N elle cellule nervose, l'aumento 
della concentrazione del Ca2+, rende 
disponibili all'aggancio le vescicole 
legate al citoscheletro. Tra i possibili 
meccanismi che permettono questo 
effetto c'è la fosforilazione delle 
sinapsine da parte della proteinchinasi 
Ca2+ -calmodulina dipendente ( Calakos 
N. and Scheller RH.) 1996). Sia indagini 
di tipo ultrastrutturale, che esperimenti 
condotti con la citocalasina B inducono 
a pensare che nei neutrofili, così come 
nelle cellule nervose, l'aggancio delle 
vescicole al citoscheletro sia di 
fondamentale importanza. È lecito 
quindi pensare che delle chinasi Ca2+-
dipendenti controllino nello stesso 
modo anche l'entità della 
degranulazione nei PMN. 
L'aumento del Ca2+ citosolico 
risulta importante nello scarico 
differenziale dei granuli (Sengelov H. et 
al.) 1993), nella regolazione della PI<C e 
probabilmente in quella delle proteine 
strettamente correlate all'aggancio delle 
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vescicole nella formazione del 
complesso tra le SNARE. 
Nei neutro fili umani a livello dei 
granuli contenenti gelatinasi e dei 
granuli specifici si è trovata la 
sinaptobrevina 2, che è una proteina v-
SNARE. Essa, in seguito ad un 
aumento della concentrazione di Ca2+ 
citosolico, trasloca sulla membrana 
plasmatica, dove è stata trovata una 
proteina t-SNARE, la sintaxina 4. 
Ma accanto alle SNARE e alle 
proteine ad esse associate, la fusione 
eterotipica coinvolge le già citate 
annessine, un gruppo di proteine che 
media le interazioni tra i fosfolipidi 
carichi negativamente dei granuli e la 
membrana plasmatica (Berton G., 1998). 
Le annessine espresse nei 
neutro fili sono l' annessina I, la II, la 
III, la IV, la VI, la VII e la XI (Berton 
G., 1998). Esse legano, in maniera 
Ca2+ -dipendente e ad alta affinità, lipidi 
di membrana come l'acido fosfatidico 
(che si forma per azione della PLD), la 
fosfatidilserina e il fosfatidilinositolo. 
Questa loro proprietà fa delle annessine 
dei buoni candidati come promotori 
della fusione di membrana. Inoltre si è 
dimostrato che, in presenza di Ca2+, le 
annessine inducono l'aggregazione dei 
granuli e la loro fusione con liposomi 
(BoTTegaard N et al, 1992). Si assiste poi 
ad una ridistribuzione delle annessine 
dal citosol alla membrana plasmatica o 
a quella dei granuli, in risposta ad 
agonisti della degranulazione, o come 
conseguenza di un aumento nella 
concentrazione citoplasmatica di Ca2+ 
(Movitz C. et al, 1999). Tale 
ridistribuzione mostra soprattutto una 
selettività per le diverse popolazioni di 
granuli e potrebbe spiegare la necessità 
di diverse concentrazioni di Ca2+ 
richieste per una specifica attivazione 
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del processo secretorio. L' annessina III 
e la XI si associano principalmente con 
i granuli specifici. Inoltre, il legame 
dell' annessina II e della XI alle 
vescicole secretorie e ai granuli specifici 
mostra una Ca2+ -dipendenza diversa 
rispetto allegarne con i granuli azurofili 
(Sjolin C et al, 1994; Sjolin C. and 
Dahlgren C, 1996; Berton G., 1998). 
In sintesi, abbiamo visto come il 
calcio sia un rilevante protagonista nel 
processo di fusione all'interno dei 
fenomeni di degranulazione e 
secrezione, e, anche se per molti aspetti 
devono essere chiariti i suoi molteplici 
ruoli, esso è fondamentale per 
l'attivazione della PKC, per il 
funzionamento delle annessine e per 
l'assemblaggio del complesso tra le 
proteine di tipo SNARE. Questo ione, 
come nei neuroni, potrebbe facilitare la 
fusione direttamente o indirettamente. 
Infatti esistono proteine che sono 
modificate in seguito al legame con il 
calcio e che sono coinvolte in vari 
processi, tra cui quello della fusione. 
7.0- LA FREQUENINA/N CS-1 
(NEURONAL CALCIUM 
SENSOR-1) 
Le NCS (Neuronal Calcium 
Sensor) sono proteine "calcium-
sensor" con peso molecolare di circa 
21.5 KDa. Sono espresse 
principalmente nelle cellule nervose e 
presentano siti di fosforilazione, di 
miristoilazione e due o tre domini di 
tipo "EF-hand", ognuno dei quali lega 
uno ione Ca2+. In base a questa loro 
peculiarità, sono state classificate come 
appartenenti alla superfamiglia delle 
proteine "EF-hand", di cui si 
conoscono più di 250 componenti, tra i 
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quali V1 sono alcune proteine 
ubiquitarie, come la calmodulina, ed 
altre tessuto o tipo-cellulare specifiche, 
come le N CS (vedi "Appendice"). 
Queste ultime sono suddivise in cinque 
gruppi (McFeTTan B.W. et aL, 1998; 
Braunewell KH. and Gunde!ftnger E.D., 
1999; Paterlini M. et aL, 2000), uno dei 
quali comprende le "frequenine", alle 
quali va il nostro principale interesse. 
Infatti si è dimostrata la loro presenza 
per il controllo della fusione anche in 
tessuti non neuronali, come nelle 
cellule della midollare del surrene 
(cellule cromaffini) (Weiss ].L et aL, 
2000), nella linea cellulare 
neuroendocrina PC-12 (McFeTTan B. W. 
et aL, 1998), nelle cellule epiteliali di 
rene di cane (Weisz OA. et aL, 2000) e 
nei miociti (Guo W. et aL, 2002). 
Si è visto che le "frequenine" 
presentano fra di loro un' omologia 
strutturale in media del 50°/o (Nej S. et 
aL, 1995; Weiss ].L et aL, 2000; Burgf!)lne 
RD. and Weiss ].L, 2001) e, come in 
tutte le "calcium sensor", il legame con 
il calcio causa un cambiamento 
conformazionale della proteina. In 
genere questo cambiamento coinvolge 
il sito di miristoilazione, dal quale 
dipende l'associazione con le 
membrane: si parla di "switch 
calcium/ myristoyl" in un range di 
concentrazioni di calcio tra 0.1 e 1.0 
J.!M. Le proteine NCS agiscono a 
diverse concentrazioni di calcio, 
determinando ognuna una diversa 
trasduzione del segnale. 
Il primo componente del gruppo 
delle "frequenine" ad essere stato 
identificato è stata la frequenina in 
mutanti di Drosophila con fenotipo 
"shaker-simile" (Pongs O. et aL, 1993). 
Essa potenzia l'attività sinaptica a 
livello presinaptico, influenzando il 
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rilascio del neurotrasmettitore, in 
quanto si ipotizza regoli la fusione a 
livello di giunzione neuromuscolare, 
forse agendo sulle proteine del 
citoscheletro (a riguardo potrebbe 
avere un ruolo anche nella 
sinaptogenesi - Angaut-Petit D. et aL, 
1998). Inoltre si è visto che modula la 
ripolarizzazione della membrana 
presinaptica, anche se non sembra che 
sia questo il suo ruolo principale 
(Rivosecchi R et aL, 1994). In generale, si 
può dire che essa si è vista essere 
coinvolta nella regolazione di pompe 
ioniche o canali ionici (canali potassio, 
canali calcio, scambiatore N a+ /Ca2+) e 
di chinasi o fosfatasi. 
Successivamente si sono trovate 
proteine simili in altre specie: 
- in Xenopus: 70°/o di omologia 
con quella di drosofila (0/ajsson P. 
et aL, 1995), 
in pollo: chiamata NCS-1, 
l'omologo della frequenina nei 
mammiferi (Nef S. et aL, 1995), 
in topo (0/a.ffson P. et aL, 1997), 
in ratto (Martone M.E. et aL, 1999; 
Reynolds A.]. et aL, 2000), 
nei crostacei (jeromin A. et aL, 
1999), 
nel lievito (Hendricks KB. et aL, 
1999). 
Per indicare questo gruppo di proteine 
si parla di frequenina o, per quella di 
mammifero, di NCS-1, o addirittura di 
frequenina/N CS-1. 
Non sembra che l'azione di 
N CS-1, pur essendo una proteina 
"calcium sensor", dipenda direttamente 
dal calcio (McFeTTan B. W. et aL, 1999). 
Infatti, variando la concentrazione di 
calcio, non varia la localizzazione di 
NCS-1 (Braunewell KH. and Gunde!ftnger 
E.D., 1999; Burgf!)lne RD. and Weiss ].L, 
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2001; O 'Callaghan D. W. et aL, 2002) e 
non si notano variazioni consistenti 
dell'esocitosi nelle PC-12 (McFerran 
B. W. et aL, 1998). Quindi più che agire 
negli step calcio-dipendenti 
dell'esocitosi, potrebbe agire a livello di 
gemmazione (o "budding") e fusione 
(Zhao X et aL, 2001) delle vescicole e 
non direttamente sul macchinario della 
secrezione. Inoltre l' overespressione di 
N CS-1 nelle cellule cromaffini stimola 
la secreztone dei granuli e cto 
suggerisce un suo possibile ruolo 
modulato rio nell' esocitosi (McFerran 
B. W. et aL, 1998; McFerran B. W. et aL, 
1999). Per contro, nelle cellule epiteliali 
di rene di cane (MDCK) 
l' overespressione di N CS-1 può inibire 
il rilascio costitutivo delle proteine 
neosintetizzate (Weisz O.A. et aL, 2000). 
Questi dati fanno tutti pensare che 
NCS-1 abbia un ruolo nella regolazione 
della secreztone e del traffico 
vescicolare. 
I precisi meccanismi regolatori 
sono ancora sconosciuti, ma si è visto 
che NCS-1 (se miristoilata) interagisce 
con la fosfatidilinositolo-4-chinasi-
J3 (PI4Kf3), enzima noto per essere 
coinvolto nel traffico vescicolare 
regolato dai polifosfoinositidi 
(Hendricks KB. et aL, 1999; Bartlett S.E. 
et aL, 2000; Reynolds A.]. et aL, 2000; 
Weisz OA. et aL, 2000; Zhao X et aL, 
200 1). Sia nelle cellule cromaffini e sia 
nelle cellule PC-12 si è visto che il 
meccanismo di azione coinvolgerebbe 
il fosfatidilinositolo-4,5-bifosfato 
(PIP,), la cui produzione dipende dalla 
PI 4Kf3, su cut agtsce N CS-1 
determinandone l'up-regolazione e la 
traslocazione sulle membrane target 
(Koizumi S. et aL, 2002; Pan CY. et aL, 
2002; Taverna E. et aL, 2002). 
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Infine N CS-1 è coinvolta nella 
regolazione della secrezione, in quanto 
nel ratto (Reynolds A.]. et aL, 2001) si è 
visto che appartiene al complesso 
SNARE, che regola la fusione calcio-
dipendente. 
Nei neutro fili vi sono varie 
proteine leganti il Ca2+ correlabili con il 
processo secretorio, tra cui le 
annessine, che tuttavia non spiegano 
completamente il fenomeno della 
secrezione nei neutrofili. La presenza di 
membri appartenenti alla sottoclasse 
delle "frequenine" nei granulociti 
neutrofili umani potrebbe essere un 
elemento chiave in questo senso. Il 
processo di secrezione anche nei PMN 
è dipendente dal Ca2+ (S engelov H. et aL, 
1993) e probabilmente regolato da 
"sensori" del Ca2+. Abbiamo quindi 
avanzato l'ipotesi che NCS-1 possa 
essere coinvolta nella regolazione del 
processo secretorio nei neutrofili. Il 
possibile ruolo della frequenina/N CS-1 
ubiquitario, in quanto non specifico di 
un solo tipo cellulare, sicuramente non 
può che suggerire ulteriori indagini. 
Nel nostro caso questi dati, 
assieme a quelli che avvalorano la 
presenza di N CS-1 nelle cellule non 
neuronali o in sezioni di nervo sciatico 
di rana (Werle M.]. et aL, 2000) in vasi 
sanguigni di grosso calibro, sono molto 
importanti. 
Per noi risulta infatti di grande 
interesse studiare nei fagociti del 
sangue un possibile ruolo di N CS-1 
nella secrezione, per la comprensione 
di questo processo importante per 
l'attività anti-microbica di queste 
cellule. La seconda parte di questa tesi 
dimostra, infatti, la presenza di NCS-1 
nei granulociti neutrofili umam, 
potenzialmente correlabile con il 
processo secretorio. 
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1.0- SCOPO DELLA RICERCA: 
QUANTIFICAZIONE DELLA 
DEGRANULAZIONE 
. L' ~ttività mi ero bici da dei fagociti 
dipende m gran parte dal processo di 
secrezione in trafagosomale delle 
componenti granulari, processo che nei 
neutrofili è definito degranulazione (vedi 
"Introduzione"). Il destino dei 
microrganismi fagocitati dipende sia dal 
fatto se avvenga o meno la 
degranulazione, sia dall'entità di questa 
(Malik ZA. et aL, 2000), che sembra 
dipendere dal tipo di recettori coinvolti 
nel processo di fagocitosi (Ishibashi Y. 
and Arai T., 1990 -1). Infatti Sinai e 
Joiner (Sinai A.P. and Joiner KA., 1991) 
hanno visto che il fagosoma può essere 
reso non fusogenico o debolmente 
~so~enico da parte del microrganismo 
mgento stesso, che così può evitare di 
e~sere ucciso: questa capacità potrebbe 
dipendere dai recettori usati nel processo 
di fagocitosi. 
Monito rare l'entità della 
degranulazione potrebbe consentire di 
valutare il rapporto tra entità di 
degranulazione e qualità e grado di 
opsonizzazione (coinvolgimento dei 
diversi recettori di fagocitosi) e di 
in~agare sul meccanismo messo in opera 
dat parassiti intracellulari facoltativi per 
sopravvivere nel fagosoma. 
Inoltre una valutazione 
quantitativa della degranulazione 
offrirebbe diversi vantaggi. In primo 
luogo potrebbe rivelare difetti, ereditari 
o acquisiti, del processo in pazienti con 
infezioni ricorrenti fornendo, nel 
contempo, uno strumento diagnostico e 
uno di ricerca. In secondo luogo 
potrebbe consentire di valutare l'effetto 
di possibili interventi farmacologici 
capaci di potenziare il fenomeno, e 
quindi l'attività microbicida dei fagociti. 
Finora la valutazione dell'entità 
della degranulazione è stata fatta più che 
altro quantificando la secrezione 
extracellulare (Leffe/l M.S. and Spitznagel 
].K, 1975; Henson P.M. et aL, 1992; 
Menega~ R et aL, 1992; Ding Y. et aL, 
1991), basandosi sul fatto che 
quest'ultima è dipendente e direttamente 
proporzionale alla degranulazione 
(Weissmann G et aL, 1980). In realtà 
questa è un'assunzione, in quanto la 
secrezione extracellulare può avvenire 
anche in assenza di fagocitosi e quindi 
può dipendere da altri meccanismi 
( Zabucchi G. et al, 19 7 5; Zabucchi G. and 
Romeo D., 19 7 6; Fittschen C. and Henson 
~.M., 1994). Risulterebbe perciò molto 
mteressante poter comparare la 
degranulazione con la secrezione da vari 
punti di vista, come l'andamento dei due 
fenomeni nel tempo e la loro sensibilità 
ad inibitori. 
Quindi scopo della nostra ricerca 
è stato quello di mettere a punto un 
metodo di quantificazione della 
degranulazione per poter analizzare il 
meccanismo che la regola in diverse 
condizioni sperimentali. 
L'approccio seguito, già usato da 
altri autori (Baehner RL et aL, 1969) per 
evidenziare morfologicamente la 
degranulazione, è stato quello di inserire 
nel medium di fagocitosi, assieme a 
fagociti e particelle, un substrato 
cromogeno, la diaminobenzidina (DAB), 
per un enzima granulare, la 
mieloperossidasi (MPO), assumendo che 
la DAB venga inglobata passivamente 
nel fagosoma e possa così rivelare, 
proporzionalmente alla sua ossidazione ' 
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il rilascio intrafagosomale della MPO e 
cioè il processo di degranulazione. 
Abbiamo pensato di sfruttare questa 
osservazione per mettere a punto un 
saggio di quantizzazione della 
degranulazione in granulociti neutrofili 
umani fagocitanti. 
In questa parte della tesi ci si 
propone quindi la valutazione 
calorimetrica della quantità di DAB 
ossidata come metodo semplice, rapido 
e poco costoso per monitorare la 
secrezione intrafagosomale della MPO 
in cellule intere. Si è applicato questo 
metodo per studiare la regolazione del 
fenomeno della degranulazione e tn 
particolare la relazione tra tipo di 
opsoruzzaztone ed entità di 
degranulazione. 
2.0- MESSA A PUNTO DEL 
METODO: 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
Come già osservato da altri (Bnggs 
RT. et al., 1975), in citocentrifugati di 
PMN fagocitanti particelle di zymosan in 
presenza di DAB si nota la presenza di 
un prodotto di reazione amorfo e di 
colore marrone localizzato 
esclusivamente all'interno del vacuolo di 
fagocitosi. La formazione di tale 
precipitato è stata imputata all'azione 
ossidante della MPO scaricata nel 
fagosoma ( degranulazione) e attivata 
dalla H20 2 endogena prodotta nel 
fagosoma stesso. 
I granuli azurofili dei neutrofili 
dove è segregata la MPO non mostrano 
depositi di precipitato; ciò è vero anche 
per i granuli degli eosinofili che 
segregano la eosinofiloperossidasi; PMN 
fagocitanti in assenza di DAB e PMN 
non fagocitanti non mostrano 
precipitato alcuno. L'analisi 
ultrast:rutturale conferma i risultati di 
microscopia ottica (Fig. 2 della 
pubblicazione in Inflammation 
"Inflamm "- vedi dopo). 
In PMN fagocitanti in presenza di 
DAB un precipitato elettrondenso si 
localizza nello spazio tra la particella di 
zymosan e la membrana del fagosoma. 
Questo prodotto di reazione appare 
concentrato in alcune regioni, che forse 
indicano il punto di fusione dei granuli 
azurofili con la membrana del vacuolo di 
fagocitosi, e spesso appare persino 
associato alla particella ingerita. Il 
precipitato elettrondenso è assente sulla 
membrana plasmatica, a livello granulare 
e del citosol, escludendo così la 
possibilità di artefatti. 
I dati suggeriscono quindi che la 
DAB viene ossidata, solo nel fagosoma e 
non in altri distretti cellulari, a formare il 
polimero, insolubile m soluzione 
acquosa, di colore marrone ed 
elettrondenso. 
Questi dati escludono, inoltre, che 
la DAB ossidata associata alle cellule 
venga ossidata dalla MPO di granuli non 
coinvolti nella degranulazione o dalla 
MPO secreta che potrebbe rimanere 
associata alla membrana. 
L'estrazione in fase solubile della 
DAB associata alle cellule è stata 
effettuata lisando, per prima cosa, la 
sospensione cellulare dei PMN 
fagocitanti con CTAB (cetil-trimetil-
ammonio-bromuro) allo 0.05°/o, un 
detergente cationico, allo scopo di 
solubilizzare la maggior parte del 
materiale cellulare. Successivamente il 
fondello delle cellule è stato risospeso in 
dimetilsulfossido (DMSO) e sonicato 15 
secondi. Il precipitato si dissolve in una 
soluzione omogenea, trasparente e di 
colore marrone. 
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Lo spettro di assorbimento 
dell'estratto di cellule fagocitanti è stato 
paragonato allo spettro della DAB 
ossidata da MPO umana purificata, in 
condizioni di appropriata 
concentrazione proteica che mantenga la 
DAB ossidata in soluzione. Tale spettro 
è risultato essere identico a quello 
descritto da Herzog e Fahimi (Herzog W. 
and Fahimi D., 1973) per la DAB 
ossidata, in condizioni non precipitanti, 
dalla perossidasi di rafano (HRP). La 
DAB ossidata mostra un caratteristico 
spettro di assorbimento (Fig. 1 A 
"Inflamm') nell'intervallo di lunghezza 
d'onda 400-700nm con una spalla a 
465nm (la DAB non ossidata non 
mostra uno specifico assorbimento m 
questo intervallo). 
A vendo potuto solubilizzare il 
precipitato e avendo dimostrato che il 
suo spettro di assorbimento corrisponde 
a quello della DAB ossidata in soluzione, 
si è dimostrato che esiste una relazione 
lineare tra la quantità di DAB ossidata e 
la OD465 e tra la quantità di MPO attiva 
nel sistema e la OD465 (Fig. 1 C e E 
'Tnflamm'). Ne consegue che, almeno 
nelle condizioni riportate (OD<0.4), si 
può dedurre la quantità di MPO attiva 
dal valore di OD465 ottenuto. 
L'analisi spettro fotometrica è 
confermata dalle osservaztoru 
microscopiche (Fig. 1 B, D e F 
'Tnflamm'): dove appare un prec1p1tato 
bruno nei fagosomi, è possibile rilevare 
spettrofotometricamente la presenza di 
DAB ossidata, mentre, dove all'analisi 
microscopica delle cellule non appare 
alcun precipitato, all'analisi 
spettrofotometrica non si misura alcuna 
ossidazione di DAB. Possiamo quindi 
essere certi che il precipitato bruno 
associato ai fagosomi è causato 
dall'ossidazione della DAB. Inoltre 
neutrofili a riposo non mostrano alcuna 
ossidazione del substrato, mentre le 
cellule fagocitanti per 20 minuti 
particelle di zymosan opsonizzate con 
siero umano normale intero ossidano la 
DAB in modo consistente (Fig. 3 A 
'Tnflamm'). 
Si è voluta, quindi, verificare 
l'effettiva dipendenza dell' ossidazione 
intrafagosomale della DAB dalla MPO e 
a tale scopo sono stati utilizzati PMN di 
soggetto MPO-deficiente ( omozigote). 
All'analisi microscopica (Fig. 3 B-E 
'1njlamm'), i PMN MPO-negativi 
fagocitanti in presenza di DAB non 
mostrano ossidazione intrafagosomale 
della DAB, pur essendoci una fagocitosi 
non significativamente diversa dal 
controllo (soggetto normale). Anche 
all'analisi spettrofotometrica (Fig. 3 F 
"Injlamm'), dopo estrazione in DMSO e 
lettura a 465nm, i PMN del soggetto 
MPO-deficiente mostrano una quota di 
ossidazione molto ridotta rispetto al 
controllo (c'è un assorbimento residuo 
imputabile all'ossidazione della DAB da 
parte degli eosinofili fagocitanti che 
dimostrano un notevole contenuto di 
perossidasi, codificata da un gene 
diverso da quello della MPO). Quindi in 
assenza di MPO attiva (come nel caso 
del difetto genetico) non si osserva 
ossidazione intrafagosomale di DAB nei 
neutrofili, e si può dedurre che nelle 
cellule fagocitanti la DAB viene ossidata 
nel fagosoma principalmente dalla MPO 
proveniente dal processo di scarico 
granulare. 
Si è infine voluto controllare che 
la DAB ossidata come tale non si leghi 
in modo aspecifico alle cellule. Gli 
estratti di PMN stimolati con formil-
metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e 
citocalasina B (CB), fattori che inducono 
una potente secrezione extracellulare di 
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MPO, con conseguente notevole 
ossidazione extracellulare della D AB, 
non presentano alla analisi 
spettrofotometrica DAB ossidata cellula-
associata. Ciò esclude quindi, assieme 
all'osservazione che in PMN fagocitanti 
di soggetto MPO-deficiente non c'è 
accumulo di DAB ossidata nei fagosomi 
a dispetto della presenza di DAB 
ossidata all'esterno, che la DAB venga 
ossidata in sede extracellulare, si leghi 
alla membrana del fagocita e/ o venga 
trascinata passivamente nel fagosoma 
durante l'ingestione delle particelle. 
Si può quindi concludere che il 
substrato entra in forma non ossidata, 
probabilmente con la particella da 
fagocitare, e viene a contatto soltanto nel 
fagosoma con la MPO granulare 
scaricata. Inoltre i controlli eseguiti 
consentono di affermare che, misurando 
lo scarico di MPO come OD465, non 
incorriamo in errori di sovrastima dovuti 
a trascinamento aspecifico della DAB 
ossidata. 
2.1- Condizioni di saggio 
Le condizioni ottimali per il 
saggio di degranulazione messo a punto 
sono indicate di seguito. In un volume 
finale di 1ml, 15·106 di PMN vengono 
incubati in presenza di: 
- zymosan 1.875 mg 
- DAB 0.1 mg/ml 
- SOD 30 J..Lg/ml 
- H20 2 0.3mM 
per un periodo variabile (tra i 2 e i 30 
minuti) di incubazione a 3 7°C in modo 
da permettere la fagocitosi. La DAB 
ossidata viene quindi estratta, come 
descritto, in un volume corrispondente a 
quello di saggio, cioè 1ml, di DMSO. 
La concentrazione scelta per la 
DAB è stata 0.1mg/ml per i seguenti 
motivi: 
• consente una buona produzione di 
DAB ossidata (il plateau della curva di 
dose-risposta della DAB è proprio a 
0.1mg/ml- Fig. 4 A "Inflamm'} 
• non modifica l'entità di fagocitosi 
• non è citotossica per le cellule 
(concentrazioni superiori lo sono) 
• a concentrazioni superiori l'analisi dei 
citocentrifugati rivela la presenza di 
un' ossidazione aspecifica, non 
dipendente dalla fagocitosi, a livello 
delle granulazioni specifiche degli 
eosinofili. 
• la presenza di DAB a questa 
concentrazione rivela la 
degranulazione senza interferire con 
essa. 
L' ossidazione della DAB da parte 
della MPO necessita di H20 2 come co-
substrato. Per valutare se l'H20 2 
endogena, prodotta dai PMN all'interno 
del vacuolo di fagocitosi, fosse limitante 
per l' ossidazione intrafagosomale della 
DAB, è stata misurata la degranulazione, 
mediante l'assorbimento a 465nm, in 
popolazioni di PMN fagocitanti 
particelle di zymosan, includendo H20 2 
esogena (0.3mM) e/ o SOD (30J..Lg/ ml) 
nel medium di fagocitosi. T ali aggiunte 
non modificano nè la vitalità (non sono 
citotossiche), nè la capacità di fagocitosi 
dei PMN (Fig. 4 B "Injlamm'). 
L'aggiunta di H20 2 0.3mM 
esogena, che raggiunge per diffusione 
passiva tutti i distretti cellulari (Frimer A. 
et al, 1983), non modifica 
significativamente l' ossidazione della 
DAB misurata in PMN fagocitanti (i 
PMN possiedono un efficiente sistema 
di degradazione dell' H200. Al contrario 
la presenza di SOD nel medium di 
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fagocitosi (l'enzima ha la possibilità di 
essere trascinato nel fagosoma 
passivamente) aumenta sensibilmente la 
quantità di DAB ossidata a parità di 
fagocitosi. Ciò può essere dovuto alla 
maggior quota di anione superossido 
(02-) che, in presenza di SOD, dismuta e 
quindi produce H 20 2 nel fagosoma. Non 
si nota esserci ulteriore aumento 
mediante aggiunta contemporanea di 
SOD e di H 20 2 al medium di fagocitosi. 
Ciò suggerisce che la SOD consente al 
co-substrato della MPO (l'H20~ di 
raggiungere nel fagosoma concentrazioni 
saturanti (Fig. 4 C 'Tnjlamm'}. È 
probabile che tali concentrazioni non 
siano raggiungibili con l'aggiunta di 
H 20 2 esogena senza compromettere la 
vitalità della popolazione cellulare. Si è 
deciso quindi di amplificare l' ossidazione 
della DAB inserendo nel medium di 
fagocitosi SOD 30J..tg/ ml. Tuttavia si è 
ritenuto utile inserire nel medium di 
fagocitosi anche l'H20 2 0.3mM esogena 
per assicurare una concentrazione 
ottimale di H20 2 nel fagosoma anche 
nell'eventualità di scarsa produzione 
endogena. 
2.2- Valutazione 
Si è voluto valutare la 
degranulazione a parità di fagocitosi, 
cioè per singolo fagosoma: si è notato 
che la quantità di DAB ossidata per 
fagosoma non varia significativamente 
con il variare del rapporto particelle di 
zymosan fagocitate/PMN. Quindi la 
quantità di MPO/fagosoma è 
indipendente dal numero di fagosomi 
presenti nella cellula, almeno nelle 
condizioni sperimentali qui impiegate. 
Questo tipo di valutazione 
consente perciò di paragonare 
correttamente l'entità del processo di 
degranulazione in popolazioni cellulari in 
cui sia variabile l'entità di fagocitosi. 
2.3- Applicazioni. del metodo 
2.3.1. Analisi della degranulazione 
Si è valutato, con il metodo messo 
a punto, l'andamento nel tempo della 
degranulazione in una popolazione di 
PMN fagocitanti particelle di zymosan 
opsonizzate con siero intero umano 
normale. 
La quantità di DAB ossidata 
aumenta linearmente nei primi 30 minuti 
(Fig. 5 A 'Tnjlamm'}. Parallelamente è 
stata valutata l'entità di fagocitosi nel 
tempo, esprimendola come numero di 
particelle fagocitate rispetto al totale 
delle cellule: la fagocitosi risulta 
aumentare nei primi 10 minuti e po1 
fermarsi (inserto della Fig. 5 A 
"Inflamm '}. 
Calcolando la DAB ossidata 
all'interno del singolo fagosoma 
(OD 465/ fagosoma), si è visto che anche 
questa quantità aumenta mediamente nei 
primi 30 minuti (Fig. 5 B "Injlamm '}. 
Quindi il rilascio di MPO nel fagosoma 
(degranulazione) si conclude in circa 30 
minuti, cioè 20 minuti dopo che la 
fagocitosi è terminata. Ciò significa che il 
processo di fusione dei granuli azurofili 
continua ad interessare i fagosomi per 
almeno 20 minuti dopo la loro chiusura 
e la concentrazione di DAB usata non 
risulta essere limitante. 
Infine si è verificato se l'H20 2 
fosse limitante: si è visto che l'accumulo 
di perossido per fagosoma termina dopo 
1 O minuti come la fagocitosi (inserto 
della Fig. 5 B 'Tnjlamm'}, mentre 
l' ossidazione continua ancora per 
almeno 20 minuti e quindi non è 
dipendente strettamente dalla 
produzione di acqua ossigenata. 
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2.3.2. Ruolo dell' opsonizzazione 
Il metodo messo a punto più che 
per una misurazione assoluta della 
degranulazione, si può applicare per 
testare se certe condizioni sperimentali 
aumentino o diminuiscano l'entità di 
degranulazione. Si è affrontato così in 
particolare il problema relativo al 
rapporto tra entità di degranulazione e 
tipo di opsonizzazione. 
Allo scopo si sono usate come 
particelle fagocitabili particelle di 
zymosan opsonizzato con siero normale, 
con siero deficiente di un specifico 
fattore complementare oppure con soli 
anticorpi IgG. 
In breve, i dati di letteratura 
indicano che le particelle opsonizzate 
con siero normale vengono fagocitate 
prevalentemente tramite: 
• recettore per il frammento Fc delle 
IgG (FcyR) (Lowry M.B. et aL, 1998) 
• recettore per i fattori complementari 
C3b e C4b (CR1) (Brown E.]., 1991) 
• recettore per il fattore 
complementare C3bi (CR3) (Brown E.]., 
1991) 
• recettore per il Clq che è ritenuto 
potenziare il processo di ingestione via 
altri recettori (Nepomuceno RR and Tenner 
A.]., 1998). 
I recettori per mannosio e per ~-glicani 
non sembrano coinvolti almeno nel caso 
dei neutrofili. 
Si è quindi deciso di confrontare 
l'entità di degranulazione indotta da 
zymosan opsonizzato con sole IgG 
(sono coinvolti i recettori per l'Fcy) e 
zymosan opsonizzato con siero C3-
deficiente (non sono coinvolti i recettori 
CR3 e CR1) con quella indotta da 
zymosan opsonizzato con siero normale. 
Per conferma dei dati ottenuti si sono 
poi fatte anche delle prove includendo 
nel saggio degli antagonisti di CR1 
(anticorpo monoclonale anti-CR1) o 
CR3 (IB4, anticorpo monoclonale anti-
CR3). 
Si è visto che l' opsonizzazione 
con sole IgG consente una percentuale 
di fagocitosi contenuta nel range 65-7 5°/o 
rispetto al controllo ( opsonizzazione con 
siero normale) (Fig. 6 C "Inflamm'). 
Anche l'ossidazione della DAB a parità 
di fagocitosi è minore rispetto al 
controllo (Fig. 6 D "Inflamm'), anche se 
l'accumulo di H20 2 per fagosoma è 
uguale rispetto al controllo (inserto della 
Fig. 6 D '1nflamm ') e quindi non 
limitante. 
I valori più bassi di 
OD/fagosoma ottenuti potrebbero in 
realtà essere una sottostima. N ella 
valutazione della fagocitosi (espressa in 
fagosomi/ cellula), si è osservato come 
spesso il vacuolo contenente la particella 
non fosse completamente chiuso. Questi 
vacuoli, logicamente, non si sono 
conteggiati in quanto non (o poco) 
coinvolti nella ossidazione 
intrafagosomale della DAB. Tuttavia, la 
valutazione morfologica potrebbe dare 
risultati non riproducibili in questo senso 
(dovuti all'incapacità di riconoscere con 
sicurezza i vacuoli semichiusi) e portare 
a sopravvalutare la fagocitosi, e quindi a 
sottovalutare l'OD/ fagosoma. 
Allo scopo di escludere questa 
possibilità si è quantizzata la fagocitosi in 
un altro modo che tenesse conto 
soltanto dei vacuoli chiusi. 
Perciò, nel saggio di fagocitosi 
abbiamo incluso il lucifer yellow (L Y 
0.75mg/ml finale) (Tapper H. and 
Grinstein S., 1997), marker fluorescente 
di pinocitosi in fase fluida, in modo che 
entrasse con le particelle nei fagosomi, 
per poter quindi quantizzare la fagocitosi 
reale (vacuoli chiusi) come quantità 
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totale di L Y (valutato allo 
spettrofotofluorimetro) ingerito e 
trattenuto nelle cellule fagocitanti. I 
vacuoli ancora comunicanti con l'esterno 
non trattengono il marker. 
I valori di fagocitosi ottenuti 
mediante conte al microscopio ottico 
eseguite su citocentrifugati, e la 
fagocitosi, valutata mediante 
segregazione del LY, sono 
corrispondenti. Perciò effettivamente le 
IgG da sole non sono sufficienti per 
un' ottimale risposta di degranulazione. 
Si è quindi passati all'analisi 
dell'entità di degranulazione nel caso 
dello zymosan opsonizzato con siero 
C3-deficiente e nel caso di fagocitosi in 
presenza di bloccanti di CR3 o CR1. 
Nei primi due casi (C3-deficiente 
e anti-CR3) si notano un' ossidazione 
della DAB e anche una OD/ fagosoma 
molto più basse rispetto al controllo, 
senza una significativa diminuzione di 
accumulo di H 20 2 per fagosoma (Fig. 7 
A, E e G ulnflamm'j. Invece nell'ultimo 
caso (anti-CR1) non si verifica una 
diminuita OD/ fagosoma (Fig. 7 B 
"Inflamm'j: CR1 non sembra sia perciò 
coinvolto nella regolazione della 
degranulazione. 
In conclusione l' opsonizzazione 
con siero C3-deficiente o con IgG 
comporta un difetto di degranulazione, 
quindi questi risultati suggeriscono che 
l'entità di degranulazione per fagosoma 
dipende dal tipo di opsonizzazione e di 
conseguenza dal tipo di recettore 
coinvolto. 
Anche se il ruolo dei componenti 
complementari nella degranulazione 
merita e richiede ulteriori analisi (con 
componenti purificati) si può già dedurre 
dai suddetti risultati che 
• l' opsonizzazione con il complemento 
influenza fortemente il processo di 
degranulazione e che il livello più 
basso di degranulazione/ fagosoma si 
ottiene in presenza delle sole IgG 
• il destino e/o la maturazione del 
fagosoma dipendono dai recettori 
coinvolti e che Vle diverse di 
maturazione del fagosoma possono 
influenzare il processo di fusione con 
i granuli. 
I dati ottenuti, in particolare, 
suggeriscono che CR3 è un elemento 
chiave nel controllo del processo 
secretorio in quanto, se non viene 
coinvolto, la degranulazione è ridotta, 
nonostante ci sia sufficiente H 20 2• 
Quindi più che essere responsabile 
dell'innesco del processo secretorio, 
CR3 regola l'entità di degranulazione, 
permettendo che il processo raggiunga il 
massuno livello. Infatti in condizioni 
normali l'ossidazione della DAB 
continua anche dopo la fine della 
fagocitosi, mentre bloccando il 
coinvolgimento di CR3 si osserva una 
ridotta ossidazione del substrato, indice 
quindi di un ridotto livello di 
degranulazione. FcyR invece sembra 
essere necessario per l'innesco del 
processo di degranulazione, ma non è 
sufficiente per il mantenimento del 
processo fino all'entità ottimale, per cui 
appunto è necessario CR3. Si può 
ipotizzare che i domini citosolici dei 
diversi recettori possano partecipare nel 
reclutamento di diverse proteine di 
fusione sulla superficie del fagosoma, le 
quali potrebbero o meno amplificare la 
risposta secretoria. 
Questi dati sono anche in accordo 
con quelli di altri ricercatori che 
suggeriscono un ruolo chiave per CR3 e 
non per CR1 nella fusione fagosoma-
lisosoma (Ishibashi Y. and Arai T., 1990 -
1). 
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Questi dati si accordano anche 
con l'ipotesi che i microrganismi 
patogeni "scegliendo" una specifica via 
di trasduzione del segnale, legandosi ad 
uno specifico recettore, possono 
effettivamente in questo modo rendere il 
fagosoma non fusogenico, ridurre la 
secrezione intrafagosomale a livelli 
molto bassi e quindi evitare di essere 
UCC1S1. 
2.3.3. Confronto tra degranulazione e 
secrez1one 
Il rilascio di MPO da parte dei 
PMN fagocitanti all'esterno della cellula 
(secrezione) e all'interno 
( degranulazione) del vacuo lo di 
fagocitosi sono generalmente considerati 
come due aspetti dello stesso fenomeno. 
Si è applicato il metodo messo a 
punto per paragonare le caratteristiche 
dei due fenomeni e verificare quindi se 
abbiano di base un unico meccanismo. 
V aiutando la degranulazione come 
O D 465/ fagosoma e la secrezione 
(espressa come AS0/o, variazione della 
percentuale di secrezione in cellule 
fagocitanti rispetto alle cellule a riposo, e 
in AS0/o/fagosoma, cioè AS0/o riferita al 
numero medio di fagosomi per cellula) 
mediante la quantizzazione 
spettro fotometrica dell' ossidazione della 
tetrametilbenzidina, secondo un metodo 
messo a punto precedentemente 
(Menegaz~ R et aL, 1992), si sono 
confrontate le due cinetiche. 
I risultati sono esposti in figura 3 
e indicano che, mentre la 
degranulazione/ fagosoma aumenta nel 
tempo per circa 30 minuti, la secrezione 
è già terminata dopo 1 O minuti; anche la 
fagocitosi finisce in 1 O minuti, ed allora 
la secrezione della perossidasi sembra 
terminare con la fine della fagocitosi, 
cioè con la chiusura dei fagosomi. 
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Fig. 3: Confronto tra degranulazione e 
secrezione. 
Questi dati suggeriscono quindi la 
completa dipendenza del processo 
secretorio dalla fagocitosi attiva e non 
consentono perciò, su questa base, di 
ipotizzare una differenza dei due 
processi su base meccanicistica 
(dimostrandosi in accordo con l'ipotesi 
del "rigurgito durante il pasto''), anche 
se le due cinetiche risultano diverse. 
Per concludere che secrezione e 
degranulazione sono controllati da 
meccanismi diversi sono necessari 
ulteriori indagini, come per esempio 
studiare se i due processi sono 
distinguibili sulla base degli effetti diversi 
di sostanze inibitrici. Questi esperimenti 
sono ora in corso nel nostro laboratorio. 
Il danno tissutale si ritiene dovuto 
alla secrezione e quindi dimostrare che 
questo processo possa essere inibito in 
modo specifico senza influenzare in 
alcun modo la degranulazione, base della 
capacità battericida, sarebbe un buon 
contributo per sviluppare possibili 
terapie. 
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Abstract-The microbicidal activity of phagocytes depends on intraphagosomal secretion (i.e., 
the degranulation process), during which the content of the secretory granules is discharged into 
the phagosome to kill ingested microorganisms. The availability of a reliable assay to quantify 
the extent of degranulation can be an important tool to gain a deeper insight into the mecha-
nism of bacterial processing in phagocytes and into the transmembrane signaling that leads to 
granule-phagosome fusion. In an early study, Baehner et al. (25) showed by using the peroxi-
dase chromogenic substrate DAB that the occurence of intraphagosomal MPO release in human 
neutrophils. Starting from that finding and from that of Herzog and Fahimi (26), who reported the 
quantitative evaluation of peroxidase-mediated DAB oxidation, we set up a method for measuring 
MPO intraphagosomal release in human neutrophils. The method is based on the passive engulf-
ment ofDAB together with the phagocytosable particle. Inside the vacuole, this substrate is oxidized 
by MPO released from the azurophilic granules. The colorimetrical evaluation of the amount of 
DAB oxidized allows for cheap, rapid quantification of MPO intraphagosomal secretion iri whole 
cells. Using this method, we show that the degranulation process, involving azurophilic granules, 
can be monitored carefully during phagocytosis. It tak:es piace after the ingestion of zymosan parti-
cles opsonized wìth normal human serum, as well as during IgG-mediated phagocytosis and under 
conditions where {32 integrins are blocked. However our findings also show that the extent of intra-
phagosomal secretion depends on either the extent of opsonization or the type of receptor engaged 
during the phagocytic event. 
KEY WORDS: Neutrophils; secretion; degranulation; myeloperoxidase. 
ABBREVIATIONS USED: ACD = citric acid, citrate, dextrose; BSA = bovine serum albumin; CTAB = 
cetyl-trimethyl ammonium bromide; DAB = 3,3' -diaminobenzidine; DMSO = dimethyl sulfoxide; tMLP = 
formyl methionyl leucyl phenylalanine; GOX/G = glucose oxidasejglucose; HRP = horseradish peroxidase; 
HV A = homovanillic acid; IOZ = IgG-opsonized zymosan particles; L Y = lucifer yellow; MPO = 
myeloperoxidase; NHS = normal human serum; NOZ = NHS-opsonized zymosan particles; PBS = phosphate 
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INTRODUCTION 
The microbicidal activity of phagocytic cells depends 
mostly on the process of intraphagosomal secretion 
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(or degranulation, in neutrophils) of toxic components 
stored in secretory granules or vesicles (1, 2). The mem-
brane of these organelles merges with the ·phagosome 
membrane, leading to the discharge of their toxic compo-
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nents inside the vacuole. The fate of the ingested micro-
organism depends on both the occurence and the extent 
of degranulation (3, 4), which, in tum, has been sug-
gested to depend on the type of the phagocytic receptor 
involved (5). Microorganisms that make the phagosome 
no t fusogenic (or weakly so) are expected t o escape the 
bactericidal activity of phagocytes (6). 
The degranulation process is thought to be carried 
out through a process resembling synaptic vesicle-target 
membrane fusion (7-10) and also thought to be regulated 
by cytoskeletal components (2, 11) and small GTPases of 
the Rab family (12, 13). However, its molecular mech-
anism remains unclear. 
The availability of a reliable assay to monitor the 
extent of the degranulation process can be an impor-
tant tool to better understand the mechanisms of bac-
terial escape from phagocytic killing, the relationship 
between the involvement of specific phagocytic recep-
tors and the degranulation extent, and, finally, the mech-
anism of degranulation itself. 
So far, two main methodologies ha ve been employed 
to evaluate neutrophil degranulation. The first is a quan-
titative analysis, performed by separating the phagosome 
fraction from the homogenate and measuring the associ-
ated granule enzyme activities (14-17). This method is 
cumbersome, for i t requires separation of the celi fraction 
on a density gradient, as well as ultrastructural evidence 
of the purity of the phagosome fraction itself. Therefore, 
it is not suitable when more than one experimental con-
dition must be examined. 
Considering thè drawbacks of this method, many 
researchers prefer to measure the degranulation process 
in neutrophils following the second methodology-that 
is, the evaluation of the extracellular secretion of gran-
ule components (2, 18-20). This method is based on the 
assumption that the extent of extracellular secretion is 
dependent on and proportional to the extent of degranu-
lation, as suggested by the "regurgitation during feeding" 
model (21). To the best of our knowledge, however, bio-
chemical and morphological evidence is still lacking of 
the extracellular secretion that is completely dependent 
on and proportional to intraphagosomal secretion. Some 
researchers bave indeed suggested other mechanisms for 
extracellular secretion (12, 22), which can be activated 
directly even in the absence of phagocytosis (2, 22-24). 
These observations prompted us to set up a new 
method capable of monitoring degranulation directly. 
In an early ultrastructural study, Baehner et al. (25) 
showed, using the peroxidase chromogenic substrate 
DAB (which is passively engulfed together with the 
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particle by human neutrophils) the occurrence of MPO 
release from azurophilic granules. Starting from that 
finding and from that of Herzog and Fahimi (26), who 
reported the quantitative evaluation of peroxidase-medi-
ated DAB oxidation, we set up a method for measuring 
MPO intraphagosomal release in human neutrophils. 
The method is based on the passive engulfment of 
DAB together with the phagocytosable particle. Inside 
the vacuole, this substrate is oxidized by MPO released 
from the azurophilic granules. The colorimetrical evalu-
ation of the amount of DAB oxidized allows for cheap, 
rapid monitoring of MPO intraphagosomal secretion 
directly in whole cells. Using this method, we show 
that the degranulation process can be carefully moni-
tored during phagocytosis. It takes piace after the inges-
tion of zymosan particles opsonized with NHS, as well 
as during IgG-mediated phagocytosis and under condi-
tions where {32 integrins are blocked. However, our find-
ings also show that the extent of intraphagosomal secre-
tion depends on the type of receptor engaged during the 
phagocytic event. 
MATERIALS AND METHODS 
Reagents 
Lymphoprep was purchased from Nycomed Pharma 
AS (Osio, Norway); Diff-Quik, from Harleco (Philadel-
phia, PA). Purchased from Sigma (St. Louis, MO) were 
potassium cyanide; CTAB; fMLP; cytochalasin B; PBS 
powder; BSA, fraction V; HRP; HV A; GOX; SOD type 
VI; hydrogen peroxide; DAB; LY; Zymosan A; laminarin; 
and purified human IgG. For spectroscopy, DMSO was 
purchased from Carlo Erba Reagenti (Milan, Italy), and 
Dextran T-500 was purchased from Pharmacia (Uppsala, 
Sweden). All solutions were made in pyrogen-free dis-
tilled water for clini c al use (Diaco, Trieste, ltaly ); the other 
reagents w ere of the highest purity available. 
Sera and Antibodies 
The 13 chain (CD18; /32 integrins) of CR3 {the 
C3bi receptor) was blocked by the monoclonal anti-
body IB-4 (IgG2a), purchased from Ancell lmmunol-
ogy Research Products (Bayport, MN). Anti-CRI (the 
C3b receptor)-blocking monoclonal antibody 3D9 (27) 
(IgG2a) was a gift of Professor Melchiorre Brai, sadly 
recently deceased (Istituto di Patologia Generale, Uni-
versità di Palermo, Palermo, Italy). Human C3-deficient 
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serum (28) was a gift of Dr. Marina Botto (Rheuma-
tology Unit, Department of Medicine, Royal Postgradu-
ate Medicai School, London, UK). Obtained from 20--25 
blood donors was NHS, which was then pooled. Mon-
oclonal antibodies were stored at 4°C, and ali the sera 
were stored in aliquots at -80°C until use. 
Zymosan Preparation and Opsonization 
Zymosan (10 mg/mL) was boiled in PBS for 10 
min, washed once in PBS (500 xg, 10 min, room tem-
perature), and resuspended at 10 mgjmL. 
125 Jtg/106 neutrophils of zymosan particles were 
pelleted in the test tube where the assay was being carri ed 
out. The particles were carefully resuspended in 200 ~tL 
of opsonizing medium (l% NHS diluted in PBS or IgG l 
mgjmL dissolved in PBS) incubated for 20 min at 37°C, 
washed once in a small PBS volume, and pelleted again. 
Cells 
Human neutrophils were isolated from the blood 
of healthy donors collected in a solution of ACD (Don 
Baxter Laboratorio, Trieste, Italy ), an d erythrocytes w ere 
removed by dextran sedimentation (l mL of 4.5% dex-
tran in saline was added to 5 mL of blood). Granulo-
cytes were separated from mononuclear cells by cen-
trifuging the leukocyte-rich plasma for 20 min at 800 xg 
on Lymphoprep. A 90-sec hypotonic treatment was used 
to remove residua! erythrocytes from the granulocyte-rich 
pellet. The cells were washed once in PBS containing 1.2-
mM Mg2+, 0.5-mM Ca2+, 5-mM glucose, and 0.1% BSA 
(PBS+ ), resuspended in the same medium, and counted 
electronically. The final celi suspension, as judged by dif-
ferential counts carried out on Diff-Quik-stained cytospin 
specimens, contained >95% neutrophils; the remaining 
cells were eosinophils. The leukocytes of an MPO-defi-
cient subject (homozygote for the defect) were character-
ized using the conventional DAB peroxidase staining after 
fixation in 30% ethanol, l% sodium acetate, and 0.04% 
ZnS04 (pH 6~0) (29). As shown in the Results section 
(Fig. 3B, C, later), the neutrophils displayed no reaction, 
whereas the eosinophils reacted normally. 
Electron Microscopy 
The procedure described in Zabucchi et al. (29) 
was followed. Zymosan-phagocytizing neutrophils in the 
presence ofDAB were fixed for 45 min at 4°C in 2% glu-
taraldehide (Serva, Heidelberg, Germany) and diluted in 
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a 0.1-M cacodylate buffer (pH 7.4) for 20 min at 4°C. 
Thè cells were rinsed twice with 0.05 M tris-HCL (pH 
7 .5) at room temperature, post-fixed in l% Os04 for 
60 min at 4°C, dehydrated in graded ethanol solutions, 
and finally embedded in Dow Epoxy Resin (DER332, 
Unione Chimica Europea, Milan, ltaly) and DER 732 
(Serva). The ultrathin sections, prepared with the Ultra-
thome fil (LKB, Pharmacia), were stained with lead 
citrate and uranyl acetate and observed in a transmis-
sion electron microscope (EM208, Philips Eindhoven, 
the Netherlands ). 
Intraphagosomal Degranulation 
The degranulation process was measured using the 
DAB-oxidation assay: neutrophils (15 x 106 cells in 
l mL) suspended in PBS+ were incubated at 37°C for 
5-30 min in the presence of 0.1-mgjmL DAB, 30-
Jtg/mL SOD, 0.3-mM H20 2, and, where indicated, 125-
Jtg zymosan/106 cells. Where indicated, exogenously 
added H20 2 was substituted by an enzymatic system 
(0.015-IU/mL GOX and 800-nM glucose), which pro-
duces about 11 nmoles of peroxide/min linearly for at 
least 15 min. After the indicated incubation time, 9.5 
mL of cold PBS was added to stop the reaction. The 
cell mixture was centrifuged at 400 xg for l O min (room 
temperature), washed once, an d resuspended in PBS con-
taining 0.5% CTAB, a cationic detergent that disrupts 
the cells. The precipitate of oxidized DAB (oxiDAB) 
was separated from the celi lysate by centrifuging at 
400 xg for lO min, washed once in PBS, resuspended in 
l mL of DMSO, and dissoived by 15-sec sonication at 
the maximum power in a Braun sonifier Labsonic 2000 
(Braun, Melsungen, Germany). The amount of DMSO~ 
extracted oxiDAB, which showed the same spectral fea-
tures as oxiDAB in an aqueous solution (26) (see also the 
Results section) was read at 465 nmeters (nm) in a Perkin-
Elmer Lambda-5 spectrophotometer (Perkin-Elmer, Nor-
walk, CT) using a 0.5-mL cuvette. Controis, in which cells 
DAB or zymosan were omitted, were always carried out 
contemporaneousiy. Resting cells always gave an optical 
density (OD) of0.050 ± 0.005 (mean ± standard deviation 
[SD]; more than 20 experiments [exps]), whereas if either 
the cells or DAB were omitted from the phagocytic celi 
mixture, the value of OD obtained (0.150 ± 0.010, mean 
± SD; more than 20 experiments [ exps]) was mainly from 
zymosan turbidity in DMSO. In ali cases other than that 
in Fig. 3 (later), both the resting value and the zymosan 
turbidity were subtracted from the value of oxiDAB found 
in phagocytizing cells. When the extent of degranulation 
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of neutrophils challenged under two experimental condi-
tions was compared, DAB oxidation was calculated "on 
the same phagocytic basis." Briefty, the OD465 obtained 
in each assay condition was divided by the phagocytic 
index (Pl) relative to that assay. The result is referred to 
as the OD465 per phagosome. 
When the effect of antibodies on the extent of 
degranulation was tested, aliquots of 75 x 106 /mL 
human neutrophils were treated at room temperature 
with 15 J.tg/mL of blocking antibodies, either IB4 (anti-
CR3 {3 chain) or 3D9 (anti-CRI), for 5 min before the 
addition of cells to the degranulation assay. The effect of 
laminarin was tested by including in the assay medium 
a final concentration of 0.8 mg/mL of this compound 
dissolved in PBS. 
Phagocytosis 
The extent of neutrophil phagocytosis in the vari-
ous assay conditions was monitored morphologically on 
cytocentrifuged specimens fixed with 30% ethanol, l% 
sodium acetate, and 0.04% ZnS04 (pH 6.0); then coun-
terstained for lO min with hemalum. Under a light micro-
scope, at least 150 cells were observed, and the number 
of particles per cell was counted. We defined the PI as 
the number of total particles ingested divided by the total 
number of cells observed (nonphagocytic cells included). 
Considered in this value is the percentage of phagocytic 
cells, as well as the number of particles ingested per 
phagocytic celi. Phagocytosis was also quantified via an 
L Y uptake, thereby avoiding the overestimation of inges-
tion that possibly occurred in the morphological evalua-
tion regarding those particles that had not fully ingested. 
Following the same conditions described above for DAB 
oxidation (but in the absence of DAB), 0.75 mg/mL of 
LY were included in the assay medium, as reported pre-
viously, to quantify phagocytosis (30). After the indicated 
incubation time a t 37°C, the cells, either resting or phago-
cytizing, were washed 3-fold in PBS (unti! the supematant 
was LY-free) and disrupted thereafter with l mL ofO.l% 
CTAB in PBS. Celi debris were spun down, and the cell-
associated L Y was quantified in a Perkin-Elmer 650-1 Os 
spectrophotofluorometer (À ex= 488 nm; À em = 525 nm) 
using a calibration curve. 
Hydrogen Peroxide Assay 
Hydrogen pero xi de accumulation (i. e., with an HV A/ 
HRP-trapping system included in the assay medium) 
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was measured ftuorometrically through the conversion 
of HV A to the highly fluorescent compound 2,2'-
dihydroxy-3,3' -dimethoxy-diphenyl-5,5' diacetic acid cat-
alyzed by HRP, as described previously (31). 
This assay allows the measurement of more than 
90% of the H20 2 generated in the phagocytes, as shown 
previously (32-35), and is capable of revealing almost 
immediately this cell concentration of H20 2, suggesting 
its rapi d diffusion from the si te of production throughout 
the celi suspension. Therefore, the concentration that we 
measure extracellularly is that which is present in any 
subcellular site (phagosome included). 
In a fina! volume of 0.5-mL PBS+, 7.5 x 106 neu-
trophils w ere incubated with opsonized zymosan (or, in 
its absence, resting cells) at 37°C, together with 20-
J.tg/mL HRP, 0.8-mM HV A, 2-mM sodium azide, and, 
where indicated, 30-J.tg/mL SOD. At the indicated time, 
90 J.tL of the celi mixture were withdrawn, diluted in 
0.91 mL of cold PBS to stop phagocytosis and hydrogen-
peroxide production, and centrifuged (500 xg, 10 min). 
Because hydrogen peroxide rapidly and freely diffused 
from the cells into the extracellular medium and, via 
HRP, converted HV A in a fluorescent compound, the 
amount of H20 2 can be calculated (with respect to a 
calibration curve) by measuring the emission of the ftu-
orescent oxidized HVA (À ex= 315 nm; À em = 425 
nm) by using a spectrophotofluorometer. When indi-
cated, the "available" H20 2 was also measured. In this 
case, the HV A/HRP-trapping system was not included 
in the assay medium, but at the indicated times, a 90-
J.tL aliquot of the celi suspension was withdrawn and 
added to l mL of PBS containing the trapping system. 
After l min at room temperature, the ftuorescence devel-
oped was read as reported above. This assay allows the 
measurement of the amount of H20 2 available at the 
indicated time, which has escaped from the intracellular 
degradation and can be used into the phagosomal envi-
ronment for DAB oxidation. 
Statistical Analysis 
The Graph-pad program Prism 2.01 (Graph-Pad 
Software, San Diego, CA) was used to calculate p val-
ues from a 2-tailed Student's t test on paired data and to 
calculate the linear correlation coefficient (r 2). Consid-
ering the distribution of the points, the Graph-pad Prism 
2.01 software was also used, as indicated, to calculate 
nonlinear regression. 
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RESULTS 
Setup of the Degranulation Assay 
Figure lB shows that when human neutrophils 
ingest NOZ in the presence of extracellular DAB (0.1 
mg/mL), the substrate is taken up with the ingesting par-
ticle an d oxidized inside the phagosome only (compare 
with neutrophils that bave ingested NOZ in the absence 
of DAB, as shown in Fig. ID). Figure lF shows that no 
DAB oxidation was observed in resting cells. 
Cell-associated oxiDAB precipitates within the 
phagocytic vacuole and should thus be suitable for 
colorimetric quantification after solubilization of the pre-
cipitate. DMSO-extracted oxiDAB showed the same 
absorption spectrum (with a peak at 465 nm) as that of 
oxiDAB in soluble form (Fig. lA) produced by the activ-
ity of purifìed MPO or HRP in an albumin-containing 
medium (26). Figure l C shows that a linear relationship 
exists between tlie amount of DAB oxidized by purifìed 
MPO and the OD465 (up to 0.5 OD); Fig. lE shows 
that a linear relationship also exists, up to 0.4 OD465, 
between the amount of MPO (in a neutrophillysate) and 
the amount of oxiDAB produced in 20 min. 
A detailed ultrastructural analysis revealed that oxi-
dized DAB was not seen in human neutrophils at mem-
brane level and confìrmed the intraphagosomal localiza-
tion of oxiDAB (Fig. 2). 
Figure 3A shows that the absorbance of DMSO-
extracted cell-associated oxiDAB in NOZ-phagocytizing 
cells was higher 5-fold than that extracted from resting 
cells. The figure also shows the OD values obtained in 
the absence of DAB. These values, caused by celi and 
zymosan turbidity, were subsequently subtracted from 
the values of OD obtained from oxiDAB extraction. 
The OD465 value, obtained in the absence of DAB, 
results from the turbidity of the DMSO extract of both 
the cells and the zymosan particles and, therefore, does 
not depend on the extent of phagocytosis. We found 
that, as expected, the value does not change during the 
incubation time (2-30 min) and was remarkably con-
stant in seven experiments, where it was calculated as 
0.115 ± 0.028 (mean ± SD), when 15 x 106 cells and 
1,875 p,g of zymosan particles were extracted in l mL of 
DMSO. 
Taken together, these fìndings suggest that the 
amount of cell-associated oxiDAB should be pro-
portional to the amount of MPO released into the 
phagosome at least when the absorbance of DMSO-
extracted oxiDAB is lower than 0.4 and, therefore, could 
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be employed to measure intraphagosomal degranula-
tion. OxiDAB was shown to be stable because, when 
extracted after 30 min of incubation--either at ooc or 
37°C-and blocked after phagocytosis by a 50-fold dilu-
tion of the celi suspension, it gave the same OD465 as 
that obtained by extraction immediately after the termi-
nation of phagocytosis. 
Because DAB oxidation could not be MPO-spe-
cifìc, we investigated its MPO dependence in MPO-defì-
cient neutrophils ( characterized by conventional perox-
idase staining in Fig. 3C). DAB oxidation appeared to 
be MPO-dependent, for it was very low in these cells 
(Fig. 3E, F) with respect to norma! counterparts (Fig. 
3D, F); the remaining DAB oxidation could be ascribed 
to some phagocytizing eosinophils. Furthermore, l mM 
of cyanide, which potently inhibits MPO activity, abol-
ished DAB oxidation in MPO-proficient neutrophils (not 
shown). 
Extracellular DAB oxidation was observed in the 
medium after centrifugation of the cells; however, this 
was not MPO-dependent, for it was present to the same 
extent in MPO-deficient neutrophils as w eli. W e note that 
this oxidation does not lead to an overestimation of cell-
associated DAB, for pelleted MPO-deficient neutrophils 
( after 20 min of phagocytosis) appeared as completely 
devoid of cell-associated oxiDAB (Fig. 3E). However, 
to exclude this possibility entirely, we activated human 
neutrophils with fMLP (l o-6 M fina! concentration) and 
cytochalasin B (5 p,gjmL final concentration), which are 
known to induce a strong extracellular MPO an d H2 02 
release (19). Even when the extracellular DAB was 
strongly oxidized, as expected, cell-associated oxiDAB 
was absent (not shown). Therefore, extracellular oxi-
dized. DAB does not enter the phagocytic vacuole, nor 
does it passively stick to the celi surface. Because extra-
cellular oxidation was proven to be unable of inftuencing 
the extent of cell-associated oxidation, we did not further 
investigate its underlying mechanism. 
A calorimetrie assay can be used for quantifying 
the amount of an enzyme if the rate of its reaction is 
made independent of substrate-cosubstrate concentra-
tions. Accordingly, we analyzed the DAB dose-response 
curve, the H20 2 dependence of the intraphagosomal oxi-
dation of DAB, and the kinetics of the DAB-oxidative 
reaction. Figure 4A shows that the amount of cell-asso-
ciated oxiDAB, after 20 min of incubation with phago-
cytosable particles, varied with the amount of extracellu-
lar DAB. A plateau was reached near 0.1 mgjmL, sug-
gesting that this extracellular concentration of substrate 
ensures a suffìcient intraphagosomal amount of DAB 
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Fig. l. Morphological and spectrophotometrical features of DAB oxidation in human neutrophils. Bio-
chemical fea tures of DAB oxidation (A. C, and E): (A) Absorbance spectrum of DAB oxidized by 
human neutrophi ls and extracted in DMSO (continuous line) and by human-purified peroxidase in an 
aqueous solution containing BSA (dasned line). The baseline (DMSO only) is also shown. (C) Lin-
ear relationship between the amount of DAB oxidized by puri fied MPO and absorbance at 465 nm; 
r 2 (linear regression) = 0.99 (p < 0.0001). Oxidized DAB was extracted in DMSO and dissolved by 
sonication, as reported for the celi oxidation of DAB. (E) Linear relationship between the amount of 
human neutrophil lysate, containing MPO. and DAB oxidation evaluated after 20 min. when the reac-
ùon was stoppe<!; r 2 (linear regression) = 0.99 (p< 0.0001). Oxidized DAB was extrac ted in DMSO 
and dissolved by sonication, as reported above. Values are the mean ± SD of three experiments or 
the mean of two experirnents. Morphological appearance of resùng and phagocytizing neutrophils (B. 
D. and F): (B) Light microscope appearance of human neutrophils ingesting NOZ in the presence of 
extracellular O. l mg/ mL DAB and stained with hemalum: fina! magnification x 1250: note the pres-
ence of oxidized DAB (stained brown) inside the phagosomes. (D) Light microscope appearance of 
human neutrophils ingesting NOZ in the absence of DAB and stained with hemalum: fina l magnification 
x 1250. [Compare with (B).] (F) Light microscope appearance of resùng human neutrophils incubated 
in the presence of O. l mg/ mL e~C:tracellular DAB: fina! rnagnification x 1250. Note the absence of any 
DAB oxidatio n. 
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Fig. 2. Detail of the ultrastructural appearance of intraphagoso-
mal DAB oxidation in a phagocytizing hurnan neutrophil. Note the 
electron-dense DAB-oxidation produci around and over three NOZ 
panicles ingested by a human neutrophil in the presence of DAB O. l 
mg/mL. Fina! magnification xl7,700. 
(IP-DAB). The presence of DAB 0.1 mg/mL for 20 min 
did not in.fluence the extent of phagocytosis as judged 
from the PI, which was 4.0 and 4.1 (the mean of two 
exps) in the absence of and the presence of the sub-
strate, respectively. Because higher amounts ofDAB can 
occasionally cause cell cytotoxicity and may allow aspe-
cifre oxidation (not shown), we choose 0.1 mg/mL as the 
optimal DAB concentration, thus ensuring maximal spe-
cific (intraphagosomal) oxidation without affecting cell 
viability. 
MPO-catalyzed reactions require hydrogen perox-
ide as a cosubstrate, so we therefore investigated the 
HzOz dependence of IP-DAB oxidation. 
Neutrophils possess H2Qz-degradation systems, 
which can make Hz02 a limiting factor. We therefore 
measured the hydrogen peroxide "available" (see the 
Materials and Methods section) for MPO-mediated reac-
tions. Figure 4B shows that at least 15- 20 JLM H202 is 
available in phagocytizing cells (10-30 min). In agree-
ment with previously reported data (33), this value can 
be increased to 20-22 by the presence of SOD and to 
45- 50 if exogenous H20 2 is furtber added. However, 
in the presence of an enzymatic system (0.015-IU/mL 
GOX and 800-nM glucose), wbich produces about 11 
nmoles of hydrogen peroxide/min linearly for at least 
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Fig. 3. Quantification of the degranulation process using the DAB oxi-
dation method and its dependence on MPO activity. (A) DAB oxi-
dation of resting and NOZ (125 !Lg/106 cells}-phagocytizing human 
neutrophils incubated 20 min at 37°C and measured by absorbance 
at 465 nm (black columns). The 00465 of resting and phagocytiz-
ing cells incubated 20 mio at 37°C in the absence of DAB is reported 
for comparison (white columns). Values are the mean of two separate 
experiments. Rest = cells under resting conditions; Phag. = phagocy-
tizing cells. (B) Contro! leukocytes and (C) MPO-deficient leukocytes 
stained for perox.idase with conventional techniques and counterstained 
with methyl green. Note that in (C) only an eosinophilic leukocyte 
(the peroxidase of which is coded for by a gene different from that 
of MPO in neutrophils) shows a positive reaction; fina! magnification 
x950. (D) Appearance of aggregates of contro! and (E) MPO-deficient 
leukocytes phagocytizing NOZ in the presence of DAB and counter-
stained with methyl green. Note that DAB oxidation is evident in con-
tro! leukocytes but absent in MPO-deficient leukocytes. Fina! mag-
nification x950. (F) Quantification of ceU-associated DAB oxidation 
in MPO-deficient leukocyres (white columns) and contro! leukocytes 
(black columns) incubated 20 JTÙn at 37°C with NOZ. Values are the 
rnean of two experiments. and the resùng values have bee n subtracted. 
The residua! activity showed in the MPO-deficient leukocytes is caused 
by the few phagocytizing eosinophils. 
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4. Biochemical features of DAB oxidation in phagocytizing 
uman neutrophils. Optimization of DAB concentration, kinetics of 
AB oxidation, and its dependence on H202 production. (A) Dose 
esponse of DAB in the assay medium of human neutrophils engaged 
n NOZ ingestion after 20 min of incubation at 37°C. Values are the 
ean ± SO of four experiments or the mean of two experiments; non-
inear regression (1-phase exponential decay), r 2 = 0.98. (B) Hz02 
roduction (see the Materials and Methods section) by phagocytiz-
ng human neutrophils incubated by themselves (white circles) with 
O JLg/mL SOD (white triangles), exogenously added H202 and 30 
gfmL SOD (black triangles), and the GOX/G H202-generating sys-
em and 30 JLg/mL SOD (white rhombuses). The values are the mean 
f two experiments. (C) DAB oxidation of human neutrophils incu-
ated for 20 min at 37°C, where Z = human neutrophils + NOZ; ZH = 
uman neutrophils + NOZ and exogenously added 0.3 mM Hz02; ZS 
human neutrophils + NOZ and 30 JLg/mL SOD; ZHS = human neu-
ophils + NOZ, exogenously added 0.3 mM H202, and 30 JLg/mL 
OD; ZGS = human neutrophils + NOZ, 30 JLg/mL SOD, and the 
OX/G H202-generating system. Values are the mean of two exper-
ments, and the resting values have already been subtracted. 
min, the available peroxide could be increased to 
0-75 JLM in a 5-15 min interval. The oxidation ofDAB, 
nder the same experimental conditions, followed a dif-
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ferent pattem. Figure 4C shows that the addition of SOD 
clearly allows for an increment in oxiDAB formation, 
but also that exogenously added H20 2 or GOX/G failed 
to significantly increase the amount of oxiDAB. These 
findings suggest that 20-25 JLM of H20 2, continuously 
available, is suffìcient for the MPO-mediated oxidation 
of DAB to take piace when the PI is 3.0 particlesjcell 
and that the effect of SOD should be ascribed to mech-
anisms other than the increment of H202 production. 
In the light of these results, we decided to include 30-
J.tg/mL SOD in the DAB-oxidation assay to improve the 
DAB oxidation and exogenous 0.3-mM H20 2 to ensure 
the availability of a large cosubstrate excess. Exoge-
nously added hydrogen peroxide did not affect the via-
bility of the neutrophil suspension, as shown both by the 
trypan-blue exclusion test and the PI, which did not vary 
after the addition (not shown). 
Characterization of the Degranulation Process 
in Phagocytizing Neutrophils by Using tbe 
DAB-Oxidation Method 
Figure 5A shows the time course of MPO intra-
phagosomal degranulation as measured with the DAB-
oxidation test. Conceming the time course of the PI 
(inset in Fig. 5A), we noted that after 7.5-10 min, the 
ingestion process stopped, whereas oxiDAB production 
continued to increase linearly for up to 30 min. This 
activity cannot be accounted for the going on of one 
burst of intravacuolar MPO release only, for the MPO-
mediated DAB oxidation lasts linearly forno more than 
2.5 min (Fig. 5C) because of enzyme inactivation, as 
judged by a second addition of MPO, which rescued 
the enzymatic activity. Taken together, these findings 
suggest that the azurophilic granules continue to fuse 
with the already-forrned phagosomes; otherwise, a linear 
trend of the DAB oxidation cannot be possible for more 
than 2.5 min in whole cells that have stopped to ingest 
particles. Furthermore, the data show that the intra-
phagosomal DAB is not a limiting factor, as hypothe-
sized above. In fact, when DAB oxidation was calcu-
lated on the same phagocytic basis (OD per phagosome, 
referred to as PI = 1.0), the values obtained increased 
with time (Fig. 5B), suggesting that the fusion process 
continues after ingestion stops. The inset in Fig. 5B also 
confirms that DAB oxidation is not dependent strictly on 
a continuous production of H20 2 , because the accumu-
lation of peroxide per phagosome is virtually terminated 
after 10 min of incubation while DAB oxidation goes on 
for at least 20 more minutes. 
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of H202 accumulation on the same phagocytic basis is shown; nonlinear regression (hyperbola), r 2 = 0.83. Ordinate: H202 nmoles accumulated/1.5 
x 107 cells/phagosomes (the nmoles on the same phagocytic basis, i. e., those divided by the relative PI). For the measure of Hz02 accumulation, the 
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lysate from 0.5 x 106 cells; after 15 min, another aliquot oflysate was added (dashed line). 
From a comparison of the data reported in Fig. 5A 
with the data reported in Fig. lE, the percentage of IP-
MPO, taking the total amount of MPO as 100%, ranged 
from about l% at IO min to 3% at 20 min of incubation. 
Exploitation of the DAB-Oxidation Method to 
Investigate the Role of Phagocytic Receptors in the 
Regulation of the Degranulation Extent 
We observed that the intraphagosomal DAB oxi-
dation increases by increasing the amount of serum 
(from 0.5% to 10% NHS) into the opsonization medium, 
suggesting that the extent of the degranulatiòn process 
depends on the opsonizing conditions employed (not 
shown). This observation prompted us to evaluate, by 
using our method, the relevance of some of the main 
phagocytic receptors-that is, of CR3 (the C3bi recep-
tor), CRI (the C3b receptor), and Fc)'Rs-in the process 
of intraphagosomal degranulation by two approaches. In 
the fìrst approach, we compared the extent of degranu-
lation induced by IOZ (which involves Fc'Y Rs only) and 
C3-defìcient serum-opsonized zymosan ( which excludes 
R3 and CRI from the receptors involved in the inges-
·on process) with that induced by NOZ. In the second 
pproach, w e included specific antagonists of CR l or 
R3 in the assay medium of phagocytizing neutrophils. 
ell-associated DAB oxidation, hydrogen peroxide gen-
ration, and the PI were monitored contemporaneously in 
he same experiment. Figure 6C shows that IOZ-phagocy-
izing neutrophils oxidized DAB at a lower extent than that 
xidized by neutrophils NOZ-ingesting (Fig. 6A). How-
ver, because in IOZ the phagocytic index was lower than 
hat observed in NOZ (insets in Fig. 6A, C), we expressed 
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the amount of DAB oxidized per phagosome; that is, we 
calculated the value of OD465 /PI. 
The data reported in Fig. 6B, D show that even 
in this case (on the same phagocytic basis), NOZ par-
ticles elicited a higher DAB-oxidizing activity (Fig. 6B) 
than that induced by IOZ (Fig. 6D). A low production of 
H202 in IOZ-stimulated neutrophils cannot account for 
the difference in extent of DAB oxidation, because, as 
shown in the insets to Fig. 6B, D, the hydrogen peroxide 
accumulation per phagosome was virtually the same in 
neutrophils activated by either NOZ or IOZ. 
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d (B): Referto the legend of Fig. 5A, B. (C) Increment of 00465 with the incubation time in human neutrophils challenged with IOZ. Also in this 
ase, the increase of DAB oxidation is Iinear for at Ieast up to 30 min of incubation at 37°C. Values are the mean ± SO of at least four experiments 
r the mean of two experiments; linear regression, r 2 = 0.66 (p< 0.05). Inset: The time course of the PI is shown (point-to-point-generated curve). 
ote that after 5 rnin of incubation, the ingestion process stopped. V alues are the mean ± SD of at least four experiments or the mean of two 
xperiments. (D) Increment of DAB oxidation (calculated from the data of Fig. 6C) in human neutrophils challenged with IOZ referred to the 
ame phagocytic basis (00465/phag. = DAB oxidation calculated for the same phagocytic basis; i.e., 00465: Pl). Nonlinear regression (1-phase 
xponential association), r 2 = 0.99. Inset: The time course of H202 accumulation on the same phagocytic basis is shown; nonlinear regression 
hyperbola), r 2 = 0.94. Ordinate: H202 nmoles accumulated/1.5 x 107 cells/phagosome. Note that no significant difference was found between 
202 accumulated in these human neutrophils relative to neutrophils stimulated with NOZ. For the measure of H202 accumulation; the same assay 
onditions used for DAB oxidation were employed except that DAB was substituted with the H20 2-trapping system (see the Materia! and Methods 
tion). Values are the mean of two experiments. 
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Morphological evaluation of phagocytosis could be 
overestimated in the case of IOZ because of the diffi-
culty in clearly distinguishing open vacuoles (frequently 
observed) from resealed ones. Open vacuoles are unable 
to completely retain degranulated MPO, and, conse-
quently, a lower DAB oxidation may ensue with respect 
to NOZ-activated cells in which the phagosomes dose 
rapidly. To avoid such overestimation, we evaluated 
phagocytosis using the L Y method, that is, with a flu-
orescent probe, which is only retained inside the closed 
phagosome. 
Because a very good correlation (p < 0.0001, lin-
ear regression) was observed between the morphological 
evaluation of phagocytosis and the uptake of L Y inde-
pendent of the type of opsonization (i.e., plotting both 
data obtained with IOZ and NOZ in the same graph), we 
believe- that an overestimation of IOZ ingestion, evalu-
ated with the morphological method, is very unlikely. 
We also considered the extent of increment of 
OD465 induced by either NOZ or IOZ in a time inter-
val (l 0--20 min), during which the PI increased less than 
0.5 particles per cell. In this condition, NOZ induced 
a strong increment of DAB oxidation (~OD = 0.112, 
the mean of two experiments), whereas IOZ induced a 
barely detectable increment (~OD = 0.005, the mean 
of two experiments), which cannot be ascribed to the 
lower number of phagosomes per cell. Therefore, the 
type of opsonization of the particle affects the extent 
of degranulation, and IgG alone is insuffìcient for an 
optimal response. Figure 7 A shows that the degranula-
tion "per phagosome" is also significantly lower when 
leukocytes are challenged with NOZ in the presence of 
the CR3-blocking antibody, IB4 (15 fA.g/mL). Increasing 
the antibody concentration to 20 fA,gjmL did not increase 
its effect (not shown). In these conditions, although the 
PI was lower in the presence of the antibody (despite 
the insignificant difference) (Fig. 7C), no reduction with 
respect to contro} was found for H20 2 accumulation per 
phagosome (Fig. 7E). The role of CR3 in inducing an 
optimal degranulation was confìrmed by using a C3-defi-
cient serum as opsonin source. Figure 7G shows that 
the oxidation of DAB per phagosome was significantly 
lower when neutrophils were challenged with zymosan 
opsonized with the C3-deficient serum. The residua} 
activity was similar to that induced by NOZ in the pres-
ence of anti-CR3 antibodies (Fig. 7 A). Also, laminarin, 
a polysaccharide that inhibits the interaction between the 
{j-glucan moieties of zymosan and the lectin domain of 
CR3 (36), failed to affect the oxidation induced by NOZ, 
suggesting that only the C3bi-binding domain of the 
• t 
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receptor is involved in modulating the extent of degran-
ulation (Fig. 7G). 
Conversely, the CRI seems not to be involved in the 
regulation of the degranulation process, for in the pres-
ence of a monoclonal antibody, which inhibited ( even if 
slightly) the extent of phagocytosis (Fig. 7D) and H202 
accumulation (Fig. 7F), no inhibition of DAB oxidation 
per phagosome was found (Fig. 7B). 
DISCUSSION 
The availability of a simple, direct method to eval-
uate the extent of intraphagosomal secretion can be very 
important in investigating both the molecular mecha-
nisms of secretion and the strategy of intracellular sur-
vival of microorganisms. A number of direct and indirect 
methods are available for the analysis of such neutrophil 
functions as phagocytosis, respiratory burst, and intra-
phagosomal secretion; however, although the first two 
functions can be easily and precisely quantified, the lat-
ter one cannot. 
The first methods employed to quantify intraphago-
somal secretion relied on the formation of an insol-
uble electron-dense precipitate from the oxidation of 
DAB, catalyzed by MPO in neutrophils (25). Methods 
based on similar criteria were subsequently set up for 
macrophages by using optical microscopy (37). These 
methods, even if direct, are at best semiquantitative 
and cumbersome because of the complex procedures 
required for electron-microscopy processing or optical 
evaluation. Hence they are not suitable for analyzing the 
degranulation process under different experimental con-
ditions (e.g., the time course, the dose response, and the 
effect of inhibitors). 
Biochemical assays of granular enzymes were used 
to directly quantify intraphagosomal secretion in neu-
trophils (17). This technique, however, requires the iso-
lation of the pure phagosome-containing fraction, and 
like the semiquantitative methods, it is not suitable for 
the study of the kinetics and biologica! aspects of secre-
tion. 
Because of these difficulties, most researchers pre-
fer to use an indirect assay to measure intraphagosomal 
secretion in neutrophils (2, 18-20), which involves mea-
suring the extracellular secretion of enzymes, which is 
thought to take piace in parallel with the intraphagoso-
mal secretion (regurgitation during feeding) (21) even if 
the relation between extracellular and intraphagosomal 
secretion has not yet been defined in phagocytes (2, 22). 
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Even for the surface expression of granule markers (38), 
this latter relation was not proven. 
In this artide, we report the setup of a method capa-
ble of quantifying the extent of intraphagosomal degran-
ulation in whole phagocytizing neutrophils. The method 
is based on the ingestion of DAB-together with the 
phagocytosable particle-and on its oxidation by MPO 
released from fusing azurophilic granules inside the vac-
uole, in concert with H2 0 2 generated by the phago-
cyte itself. Having observed that oxiDAB formation in 
phagocytizing neutrophils is restricted to zymosan con-
taining phagosomes and that it depends completely on 
MPO release, we dissolved the oxiDAB precipitate with 
DMSO and sonication. This extract displayed the same 
spectrum as DAB oxidized in solution under controlled 
conditions. An extracellular MPO-independent oxidation 
also occurred during phagocytosis; however, this activity 
did not interfere with the evaluation of intracellular DAB 
oxidation, as shown by activating the cells with fMLP 
and using MPO-deficient neutrophils. In either case, an 
evident extracellular DAB oxidation did take piace, but 
only a negligible amount of it (if any) was spun down 
with the cells. We did not further investigate this activity, 
which probably depends on the activity of catalase (39). 
We did, in fact, find the 410-nm peak, which character-
izes this heme protein in the absorbance spectrum of the 
supematant of phagocytizing neutrophils (not shown). 
The MPO uses H202 as the cosubstrate, which 
should therefore be in excess to make the degranulation 
assay independent of its production. We demonstrated 
that 20-25 nmoles of hydrogen peroxide, produced by 
1.5 x 107 cells during 20 min of incubation, are actually 
sufficient to ensure optimal DAB oxidation, for increas-
ing H202 to 50 or more nmoles did not enhance the reac-
tion. The addition of SOD significantly increased DAB 
oxidation, but our data do not support the hypothesis 
that this enzyme acts by increasing H20 2 availability, 
because its effect on H20 2 production was low in our 
model-particularly at long incubation times and when 
increasing the H20 2 "available" by adding exogenous 
hydrogen peroxide did not result in any significant incre-
ment of DAB oxidation. It probably acts by protecting 
the celi from the autointoxication induced by the free 
radicals released outside the activated cells, as suggested 
previously (40). 
What is measured with the degranulation assay is 
the MPO activity inside the phagosome. However, we 
should bear in mind that the product of the enzymatic 
reaction (oxiDAB) may depend on two distinct pro-
cesses: (l) the persistence of the pero xi dative reaction 
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and (2) the continuous enzyme release inside the phago-
some. These processes make it difficult to know what 
we are measuring-the MPO activity, the MPO amount, 
or both. To solve this question, we prepared a gran-
ule lysate from neutrophils and evaluated the kinetics of 
MPO-mediated DAB oxidation. Its linearity was short-
lasting, for it terminated after about 2.5 min. Therefore, 
when we assay a linear DAB oxidation for time intervals 
longer than 2.5 min, we measure mainly the increment in 
intraphagosomal MPO. Figure SA shows that this is the 
case in phagocytizing human neutrophils after l O min 
of incubation, when the ingestion process has stopped. 
Similarly, when calculated on the same phagocytic (''per-
phagosome") basis, the degranulation displayed contin~ 
uous increase (Fig. 5B). 
Considering the technical drawback described in the 
foregoing paragraph, we can propose the test as not for 
the absolute measure of degranulation but, rather, as a 
tool for testing conditions that are supposed to increase 
or inhibit the degranulation process, taking one defined 
experimental condition as control. This consideration 
does not allow us to precisely quantify the amount of 
MPO released inside the vacuole with respect to the total 
amount of MPO present in the cell. However, consid-
ering that the MPO contained in 15 x l 06 neutrophils 
oxidizes DAB in 20 min at 37°C (which, extracted in 
DMSO, should give an OD465 of l 0.5) and that in 
the same experimental conditions, the same amount of 
phagocytizing cells oxidize DAB to account for about 
0.200 - 0.300 OD465, the percentage of MPO release 
inside the vacuole (which is probably underestimated) 
should range grossly from l% to 3% of the total cellular 
MPO when the phagosomes are 2-3/cell on average. 
Showing that under controlled conditions (provided 
there is enough H20 2 ), intraphagosomal oxidation of 
DAB can quantify the degranulation process and that 
the extent of intraphagosomal DAB oxidation increases 
by increasing the amount of NHS into the opsoniza-
tion medium, we were prompted to exploit the assay to 
compare the intraphagosomal degranulation of MPO in 
human neutrophils challenged with phagocytosable par-
ticles opsonized in different ways. 
Our findings show that only when NHS was used to 
opsonize the particles, an optimal response was obtained. 
An important role in degranulation was revealed for 
CR3, as suggested previously by other researchers (41, 
42). In fact, blocking the interaction with this receptor 
resulted in an evident reduction of the degranulation pro-
cess. 
The experimental conditions employed allowed us 
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to assign to CR3 a unique nonredundant role for an 
optimal response to occur. Opsonization with whole 
serum induces the interaction of the particle with var-
ious known receptors (i.e., ClqR, CRI, CR3, Fc-yRs) 
( 43-49), and the zymosan particle itself can interact with 
the {j-glucan receptors of the neutrophil (50). 
This multiple interaction can hinder the role of 
redundant receptors. Therefore, the finding that the 
removal of CR3 function induces a significant reduction 
in the degranulation process, which cannot be accounted 
for by a reduced production of H202 (which was com-
parable to that found in contro! cells), indicates that 
this receptor is a key element in the control of the 
extent of the secretory process. We exclude the possibil-
ity that a higher amount of anti-CR3 monoclonal anti-
body could improve its inhibitory effect. One reason is 
that increasing the antibody concentration in the assay 
did not increase its effect; another, that the opsoniza-
tion with a C3-deficient serum (which ensures that no 
C3bi is deposited on the particles) produced the same 
results as those obtained with anti-CR3. Consequently, 
even though CR3 engagement is not required for the 
triggering of the process, it is required for an optimal 
response. 
In contrast, blocking CRI did not vary the extent 
of intraphagosomal degranulation, despite inhibiting the 
phagocytic index and the respiratory burst, suggesting 
that this molecule does not play a key role in regulating 
the degranulation process. 
Zymosan particles opsonized with IgG alone also 
induced a partial response, the extent of which was sim-
ilar to that either induced by particles opsonized by the 
NHS in the presence of anti-CR3 or opsonized with C3-
deficient serum (i.e., in the absence of CR3 engage-
ment). The reduced response cannot be ascribed to a 
diminished production of H20 2, which was compara-
le to that displayed by human neutrophils challenged 
ith NOZ. This finding suggests that the trigger for the 
egranulation process is normally induced in Fcr Rs-
ediated phagocytosis and also that this pathway of 
ntry requires other receptors (CR3, for instance) to elicit 
he maximal degranulation response. One explanation 
or the lower degranulation response observed in neu-
ophils challenged with IOZ with respect to that induced 
y NOZ may lay in the increase of DAB oxidation after 
e termination of the ingestion process. In this case, an 
vident increase was observed in the NOZ-activated neu-
ophils, whereas a smaller one was observed in IOZ-
ctivated cells, suggesting that, in the latter cells, the rate 
f degranulation into preformed phagosomes is short-
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lasting. It is possible that the same might happen in neu-
trophils challenged with zymosan opsonized with C3-
deficient serum or norma! serum in the presence of CR3-
blocking antibodies. 
Neutrophils can ingest nonopsonized zymosan par-
ticles through their {j-glucan receptors; hence we investi-
gated whether these particles are able to elicit a degran-
ulation response in neutrophils. Human neutrophils 
ingested these particles only occasionally (PI << 1.0), 
and therefore, in this case, DAB oxidation gave nonreli-
able results. However, the observation that laminarin, a 
polysaccharide that inhibits the interaction of CR3 with 
{j-glucans, did not affect the extent of the degranulation 
induced by NOZ suggests that the {j-glucan moieties of 
the particle play a marginai role (if any) in this process. 
In conclusion, our main findings are as follows: 
l. The setup of a reliable assay for the rapid eval-
uation of the degranulation process in whole 
cells. This method could be employed in any 
study where a quantification of the extent of 
degranulation under different assay conditions is 
required, provided that the amount of H202 gen-
erated is proven sufficient in each of the consid-
ered conditions. 
2. One of the phagocytic receptors of neutrophils, 
CR3, is not required in the triggering of the 
process, although it is necessary for gain-
ing the maximal extent of degranulation; the 
involvement of Fcr Rs alone is not enough to 
give an optimal response. Therefore, although 
Fcr Rs alone is ab le to trigger and maintain 
the degranulation process, the contemporaneous 
engagement of CR3 is required for an optimal 
extent of the process. These findings agree with 
those reported by other researchers showing that 
Per Rs an d CR3 transduce different intracellular 
signals (47, 51, 52). 
Obviously, our results cannot exclude the possibil-
ity that other phagocytic receptors, such as ClqR (53), 
may participate in the contro! of the degranulation pro-
cess in human neutrophils. Further research is required 
to investigate the relationship between phagocytic recep-
tors and granule fusion in neutrophils. We do not know 
the reason why the degranulation process is slowed when 
some phagocytic receptors are not engaged; however, we 
can speculate that the cytosolic domains of the recep-
tors may participate in recalling more fusion proteins on 
the phagosome surface, which can, in tum, amplify the 
secretory response and make it long-lasting. 
A New Assay to Monitor the Degranulation Process 
Our data are in accordance with those published 
by other researchers, who either reported a differ-
ent intraphagosomal degranulation induced by particles 
opsonized in different ways ( 16, 36) or suggested a key 
role for CR3, but not for CRI, in phagosome-lysosome 
fusion (5). The extent of the degranulation process is 
mandatory for the intraphagosomal killing of ingested 
microorganisms. Our findings, together with those pub-
lished by others (44, 54), strongly support the notion that 
choosing a specific pathway of entry, (i. e., oflow permis-
siveness for degranulation) could be advantageous for 
the invader, which could, in tum, escape intraphagoso-
mal killing (49, 55). 
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PARTE SECONDA 
Parte Seconda -NCS-1 nei granulociti umani 
1.0- SCOPO DELLA RICERCA: CI 
SONO NCS NEI NEUTROFILI? 
Un sempre maggtor numero di 
evidenze suggerisce che esistono 
molteplici vie che regolano il 
meccanismo molecolare di secrezione 
nei granulociti neutrofili (Henson P.M. et 
al., 1992; Fittschen C and Henson P.M., 
1994; Nath ]. et al., 1994), le quali 
presumibilmente controllano il 
processo di aggancio della membrana 
granulare al sito di fusione. Il calcio è 
un importante protagonista nel 
processo di fusione che porta a 
degranulazione e secrezione, in quanto 
si è visto che affinché la fusione si 
realizzi è fondamentale l'attivazione 
della PKC, il coinvolgimento delle 
annessme e l'assemblaggio del 
complesso SNARE. Il Ca2+, nei 
neuront come anche nelle cellule 
secretorie e nei fagociti, potrebbe 
facilitare la fusione in modo diretto o 
attraverso, per esempio, l'attivazione (o 
inibizione) di mediatori proteici. 
Esistono infatti proteine che vengono 
modificate dal legame con il calcio e 
che sono implicate in diversi processi, 
come quello della fusione. Tra queste 
abbiamo deciso di puntare la nostra 
attenzione sulle N CS (N euronal 
Calcium Sensor) e in particolare sulle 
"frequenine". La presenza di membri 
appartenenti a queste ultime nei 
granulociti neutrofili umani è probabile, 
in quanto NCS-1 è stata trovata non 
solo a livello neuronale ma in diversi 
tipi di cellule secretorie, e si è visto che 
essa è coinvolta nella regolazione della 
secreztone, in quanto appartenente al 
complesso SNARE che regola la 
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fusione calcio-dipendente ( Chen XL et 
al., 2001; Reynolds A.]. et al., 2001; 
Koizumi S. et al., 2002). 
Per no1 risulta di grande 
interesse studiare ne1 fagociti del 
sangue un possibile ruolo della 
frequeninaiNCS-1 o di proteine a lei 
simili, nella secrezione, meccanismo 
fondamentale per la loro attività anti-
microbica. Scopo della seconda parte di 
questa tesi è quello di dimostrare la 
presenza di N CS-1 nei granulociti 
neutrofili umani e in linee cellulari 
promielocitiche, in particolare nella 
linea delle HL-60 ed eventualmente di 
determinarne la localizzazione 
subcellulare. 
2.0- MATERIALI E METODI 
2.1- Anticorpi 
Gli anticorpi usati per la ricerca 
di NCS-1 sono stati gentilmente fomiti 
dal dott. A. Jeromin (Department of 
N euroscience, Baylor College of 
Medicine, Huston, Texas). 
Per l'immunocitochimica sono 
state utilizzate IgG di coniglio anti-
N CS-1 di topo l ratto (in queste due 
specie la sequenza aminoacidica è 
identica). La proteina NCS-1 
ricombinante di topo l ratto era stata 
fatta esprimere in Escherichia coli e 
successivamente purificata in HPLC 
(High Pressure Liquid Cromatography), 
per immunizzare conigli White New 
Zeland (HTI Products, Inc., USA) per 
la produzione dell'anticorpo, che è 
stato poi purificato per affinità su 
colonna di sefarosio-NCS-1, preparata 
con tecniche convenzionali (Werle M.]. 
et al., 2000). 
La rivelazione dei "western 
blotting" è stata invece realizzata con 
38 
IgG di pollo anti-NCS-1 di topo/ratto. 
Il pollo veniva immunizzato con la 
proteina purificata, come descritto 
sopra, m Adiuvante di F reund 
completo e mediante la 
somministrazione dell'antigene, ripetuta 
al 7°, 14 ° e 28° giorno (Werle M.]. et al., 
2000). La raccolta delle uova partiva dal 
38° giorno. È stata effettuata quindi 
un'altra somministrazione dell'antigene 
al 56° giorno e poi ripetuta un mese 
dopo. Al 56° giorno è stata ripresa la 
collezione delle uova. L'anticorpo è 
stato quindi purificato per affinità, 
come descritto sopra, dopo aver 
separato le immunoglobuline totali dal 
tuorlo delle uova. 
Sia dal coniglio, sia dal pollo si 
sono purificate dalle rispettive fonti per 
affinità, prima dell'immunizzazione, 
IgG da usare come controllo (IgG pre-
immuni) utilizzando colonne di 
sefarosio-prote~a A GProteina di 
S tapf(ylococcus aureus del peso molecolare 
di 42KDa che lega le IgG). 
Inoltre si sono usati per gli 
esperimenti di immunoprecipitazione 
l'anticorpo anti-NCS-1 
commercializzato dalla Santa Cruz 
Biotechnology Inc. (CA, USA) e IgG di 
coniglio commercializzate dalla Sigma 
Chemical Co. (MO, USA). 
Per la microscopia elettronica 
sono stati utilizzati anche anticorpi 
anti-mieloperossidasi (anti-MPO) 
prodotti in coniglio (usando come 
antigene MPO umana purificata) e 
purificati per affinità con tecniche 
convenzionali. 
Infine sono stati usati anticorpi 
commerciali, ottenuti in capra, an ti-IgG 
di pollo coniugati con perossidasi o 
anti-IgG di coniglio coniugati con 
isotiocianato di fluoresceina (FITC) 
(Sigma Chemical Co., MO, USA), 
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oppure anti-IgG di coniglio coniugati 
con particelle d'oro colloidale (British 
Biocell International, Cardiff, UK). 
2.2- Isolamento di granulociti 
neutrofili da sangue umano 
Materiali e soluzioni 
- PBS (tampone fosfato 10mM, pH 
7.4, NaCl 120mM, KC12.7mM) (Sigma 
Chemical Co, MO, USA) 
- Destrano T500 (Pharmacia Fine 
Chemicals, Uppsala, Sweden) 
- Lymphoprep (Nycomed Pharma AS-
Oslo, Norway) 
- Soluzione ipotonica (0.2°/o di NaCl 
in tampone fosfato 1mM; NaCl della 
Carlo Erba Reagenti, Milano, Italia) 
- Soluzione ipertonica (1.2°/o di NaCl 
in tampone fosfato 1mM; NaCl della 
Carlo Erba Reagenti, Milano, Italia) 
- PBS+ (PBS contenente glucosio 
1mg/ml, BSA 0.2°/o, MgC12 1.2mM e 
CaC12 0.5mM; BSA = albumina bovina 
serica, Sigma Chemical Co, MO, USA) 
- Diff-Quik System (Harleco, P A, 
USA) 
- Concentrati leucocitari (''buffy-
coats'') gentilmente forniti dal Centro 
Immunotrasfusionale dell'Ospedale 
Maggiore di Trieste 
Procedura 
I granulociti neutrofili 
polimorfonucleati (PMN) sono stati 
purificati da concentrati leucocitari 
("buffy-coats") preparati nel Centro 
Immunotrasfusionale di Trieste 
(MenegaZif R et al., 1992). Ai 
concentrati, diluiti con un uguale 
volume di soluzione salina tamponata 
(PBS), si aggiungeva quindi Destrano 
T500 alla concentrazione finale di 0.75 
' 
w /v, per sedimentare i globuli rossi. 
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Dopo la sedimentazione degli 
eritrociti, il sopranatante ricco di 
globuli bianchi era stratificato su 10 ml 
di Lymphoprep in provette coniche di 
polietilene da 50 ml e centrifugato a 
850xg per 25 minuti a 4 °C, per 
eliminare le cellule mononucleate. 
Allo scopo di eliminare i globuli 
rossi contaminanti, il fondello ottenuto 
dopo centrifugazione era risospeso per 
1-1.5 minuti, in tre volumi di soluzione 
ipotonica. L'emolisi era bloccata con 7 
volumi di soluzione ipertonica. Dopo 
centrifugazione la popolazione cellulare 
risultante veniva lavata una volta m 
PBS e riso spesa in PBS+. 
Da conte differenziali su 
campioni citocentrifugati (Cytospin 2, 
Shandon, UK), colorati con Diff-Quick 
System, è risultato che i neutrofili 
costituivano sempre più del 9 5°/o delle 
cellule totali e che le cellule 
contaminanti erano prevalentemente 
granulociti eosinofili. 
2.3- Linee cellulari 
Sono state usate le seguenti linee 
cellulari: 
- HL-60, leucemia promielocitica 
acuta (num. ATCC: CCL-240- Homo 
sapiens sapiens) (per il metodo di 
coltura: Gallagher R et al., 1979) 
- K-562, leucemia mielogena cronica 
(num. ATCC: CCL-243 - Homo 
sapiens sapiens) (per il metodo di 
coltura: Koeffler H.P. and Go/de D. W., 
198()) 
- U-937, linfoma istiocitico (num. 
ATCC: CRL-1593.2 - Homo sapiens 
sapiens) (per il metodo di coltura: 
Sundstrom C and Nilsson K, 1976) 
- PC-12, feocromocitoma (num. 
ATCC: CRL-1721 Rattus 
norvegicus) (per il metodo di coltura: 
Greene LA. and Tischler A.S., 1976). 
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Le prime tre linee cellulari sono umane 
e sono cellule precursori dei leucociti 
del sangue (mielociti e linfociti), mentre 
la linea delle PC-12 è costituita da 
cellule neuro-endocrine surrenali di 
ratto. 
Per una prima analisi morfologica 
delle cellule sono stati allestiti 
citocentrifugati (Cytospin 2, Shandon, 
UK) colorati con Diff-Quick System. 
2.4-Immunocitochimica: 
microscopia a fluorescenza 
Materiali e soluzioni 
- PBS+ (vedi sopra) 
- Paraformaldeide (Sigma Chemical 
Co, MO, USA) 
- PBS (vedi sopra) 
- Saccarosio (BDH Laboratory 
Supplies, Poole, England) 
- NH4Cl (Serva, Heidelberg, 
Germany) 
- Saponina (BDH Laboratory 
Supplies, Poole, England) 
- BSA (albumina bovina serica- Sigma 
Chemical Co, MO, USA) 
- Siero di capra (Sigma Chemical Co, 
MO, USA) 
- IgG di coniglio anti-NCS-1 
purificate per affinità (vedi paragrafo 
2.1) 
- IgG di coniglio purificate per affinità 
da siero pre-immune (vedi paragrafo 
2.1) 
- IgG di capra anti-IgG di coniglio, 
coniugate con isotiocianato di 
fluoresceina (FITC) (Sigma Chemical 
Co, MO, USA) (vedi paragrafo 2.1) 
Procedura 
Da sospensione di neutro fili e 
HL-60 alla concentrazione di 0.3x106 
cellule/mi in PBS+ (cellule contate al 
Coulter Counter) venivano preparati 
40 
dei citocentrifugati (800 rpm per 4 
minuti) in C ytospin. Le cellule 
venivano quindi fissate per 15 minuti in 
paraformaldeide al 3°/o, sciolta in PBS, 
contenente saccarosio 15mM. Dopo 
quattro lavaggi per immmersione in 
PBS, della durata di 1 O minuti ciascuno, 
ogni vetrino era trattato con NH4Cl 
50mM in PBS per 1 O minuti, per 
saturare il fissaggio in eccesso. Dopo 
due lavaggi per immersione in PBS di 
10 minu~ se~va b 
permeabilizzazione con 0.025°/o di 
saponina in PBS per 20 minuti. Dopo 
due ulteriori lavaggi di 5 minuti, i 
campioni venivano saturati con PBS 
contenente lo 0.2°/o di BSA e il 5°/o di 
siero di capra per 30 minuti. 
I preparati dei neutrofili erano 
esposti 90 mina temperatura ambiente 
a IgG di coniglio anti-NCS-1 oppure a 
IgG pre-immuni. Le IgG venivano 
diluite 1:100 in PBS contenente lo 0.2°/o 
di BSA (come consigliato dal dott. A. 
Jeromin per l'immunofluorescenza) e 
venivano lasciate agire sul vetrino per 
90 minuti a temperatura ambiente. 
Dopo quattro lavaggi con PBS, se~va 
l'incubazione con il secondo anticorpo: 
IgG anti-IgG di coniglio coniugate con 
isotiocianato di fluoresceina (FITC), 
diluite 1:800 in PBS-BSA 0.2°/o. 
I vetrini dei neuttofili sono stati 
osservati al microséopio a fluorescenza 
confocale DiaPHOT-200 (Nikon) 
(gentilmente messo a disposizione dal 
Pro f. Alfònsò · Colombatti, Oncologia 
2\ C.R.O., Aviano) supportato da un 
sistema confocale MRC-1024 (Bio-Rad 
Lal1e>ratories, Hercules, CA, USA). Le 
ìitimagini sono pseudocolorat~ grazie a 
LaserSllarp Prbcessing1 $~Atssociamd 
SoftWare· (Bio-Rad Là6ontttMèi, 
Hercules, CA, USA). 
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I preparati delle HL-60 sono 
stati osservati invece al microscopio a 
fluorescenza (Orthoplan, Leitz Wetzlar, 
Germany), usando come primo 
anticorpo anti-NCS-1 ottenuto in 
coniglio, rivelato poi con IgG an ti-IgG 
di coniglio coniugate con isotiocianato 
di fluoresceina (FITC) e diluite 1:800 in 
PBS-BSA 0.2°/o. 
2.5- Microscopia elettronica 
Materiali e soluzioni 
- Glutaraldeide (Serva, Heidelberg, 
Germania) 
- Tampone cacodilato 0.1M, pH 7.4 
(Sigma Chemical Co, MO, USA) 
- Tetrossido d' osmio (OsO 4) (Sigma 
Chemical Co, MO, USA) 
- Etanolo assoluto (Merck, Darmstadt, 
Germany) 
- Dow Epoxy Resin (DER 322-
Unione Chimica Europea, Milano, 
Italia) e DER 732 (Serva, Heidelberg, 
Germany) 
- Acido periodico (1 °/o) (Sigma 
Chemical Co, MO, USA) 
- Tris-HCl 20mM, pH8.2, contenente 
BSA (1°/o) (HCl della Carlo Erba 
Reagenti, Milano, Italia; BSA e Tris 
della Sigma Chemical Co, MO, USA) 
- Tween-20 (0.05°/o) (Sigma Chemical 
Co, MO, USA) 
- Triton X-100 (0.05°/o) (Sigtna 
Chemical Co, MO, USA) 
- IgG di coniglio anti-NCS-1 di 
topo/ ratto (vedi paragraf{)-:anticorp~) 
- IgG di siero pre-imhitinè ~di coniglio 
(vedi~ paragrafo 2.1) · ·. f' 
- IgG anti-mieloperossidasi (apti-
MPO) (prodotte irr~tbniglio e purificate 
per}ìffinità) (vedi i>àragrafo 2.1) , : · 
-~~ an ti-IgG di' c~t,llglio, prodotte in 
capii, coniugate, a particelle d'oro 
colloidale (di 'tOnm e 20nm ... di 
~ ) . ~ . ~ 
Parte Seconda -N CS-1 nei granulociti umani 
diametro) (British Biocell Intemational, 
Cardiff, UK) (vedi paragrafo 2.1) 
- acetato di uranile (Sigma Chemical 
Co, MO, USA) 
- citrato di piombo (Sigma Chemical 
Co, MO, USA) 
Procedura 
I granulociti venivano fissati in 
glutaraldeide, diluita m tampone 
cacodilato 0.1M pH 7.4 alla 
concentrazione finale dell'l 0/o, e 
incubati per 20 minuti a temperatura 
ambiente. Il materiale biologico era 
post-fissato con il tetrossido d' osmio 
(OsO 4) all'l 
0/o, disidratato in etanolo 
crescente e incluso in DER 322-DER 
732 (L.ungarella G. et al., 1991; Zabucchi 
G. et al., 1992). Le sezioni ultrasottili 
venivano preparate con 
l'ultramicrotomo Ultracut U CT (Leica, 
Wien, Austria). I campioni montati su 
griglia di nichel venivano trattati per un 
minuto con acido periodico all'l 0/o, poi 
risciacquati due minuti in acqua 
distillata per 3 volte (2 minuti per ogni 
risciacquo). Le sezioni erano quindi 
incubate in tampone 20mM Tris-HCl-
BSA con 0.05°/o di Tween-20 per 10 
minuti a temperatura ambiente ed 
esposte over-night a 4 °C a IgG anti-
NCS-1 di topo/ratto prodotte in 
coniglio, o a IgG pre-immuni di 
coniglio, diluite 1:100 in 20mM T ris-
HCl-BSA contenente lo 0.05°/o di 
Triton-X-100. Le griglie venivano 
lavate tre volte (per 25 minuti) nello 
stesso tampone, e successivamente 
in cubate, per un'ora a temperatura 
ambiente con l'anticorpo secondario 
marcato con oro colloidale (1 Onm). Gli 
anticorpi coniugati all'oro colloidale 
erano diluiti 1:50 in Tris-HCl-BSA con 
Triton-X-100. Dopo l'incubazione, le 
griglie venivano lavate per 5 volte (per 
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25 minuti) e trattate per 5 minuti con 
acetato di uranile e 5 minuti con citrato 
di piombo. 
Per la doppia marcatura, le 
griglie di nichel, trattate come sopra, 
prima con IgG anti-NCS-1 e poi con 
IgG di capra an ti-IgG di coniglio 
coniugate con oro colloidale del 
diametro di 1 O nm, veruvano 
successivamente girate e trattate allo 
stesso modo con IgG anti-
mieloperossidasi (anti-MPO) di 
coniglio e quindi con anticorpi anti-
IgG di coniglio prodotti in capra e 
coniugati con oro colloidale di 20 nm 
di diametro. I lavaggi erano eseguiti 
come descritto per la marcatura singola. 
2.6- Frazionamento cellulare 
dei granulociti neutrofili 
Materiali e soluzioni 
- granulociti neutrofili umani (isolati 
come descritto nel paragrafo 2.2) 
- PBS + (vedi paragrafo 2.2) 
- Diisopropil-fluoro-fosfato (DFP) 
(Aldrich Chemical Co, Wisconsin, 
USA) 
- PBS (vedi paragrafo 2.2) 
- Relaxation Buffer (Hepes 10mM 
pH7.4, KCl 100mM, NaCl 3.5mM, 
MgC12 3.5mM, ATP lmM; Hepes e 
ATP sono della Sigma Chemical Co, 
MO, USA; MgC12 è della Merck, 
Darmstadt, Germany; NaCl e KCl 
sono della Carlo Erba Reagenti, 
Milano, Italia) 
- Iodoacetato (Sigma Chemical Co, 
MO, USA) 
- Leupeptina (Sigma Chemical Co, 
MO, USA) 
- Saccarosio (BDH Laboratory 
Supplies, Poole, England) 
- Hepes 20mM (Sigma Chemical Co, 
MO, USA) 
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Procedura 
I neutroflli isolati. da concentrati. 
leucocitari venivano contati. al Coulter 
Counter e risospesi in PBS + alla 
concentrazione di 20x106 /ml e quindi 
in cubati. per 5 minuti. a 3 7°C in 
presenza di D FP, inibito re di 
serinproteasi, alla concentrazione di 
O.SJ.ll DFP /106 cellule. Dopo due 
lavaggi in PBS +, i granulociti. venivano 
risospesi alla concentrazione di 
60x106cellule/ml in Relaxati.on Buffer 
con iodoacetato 2mM e leupepti.na 
1 OJ.lg/ ml, quali inibitori di proteasi. 
A questo punto si procedeva alla 
distruzione delle cellule tramite 
cavitazione con camera a pressione 
d'azoto, calibrata a 350psi per 18 
minuti. a temperatura di 0°C in saltuaria 
agitazione. L' omogenato cellulare (il 
cavitato) così ottenuto, veniva quindi 
centrifugato a 1000xg per 10 minuti., 
così da eliminare i nuclei ed altri residui 
cellulari, mentre veniva recuperato il 
soprana tante ("post nuclear surnatant"-
PNS) che comprende tutti. i granuli e le 
membrane cellulari. Il PNS veniva poi 
strat:ificato su gradiente discontinuo di 
saccarosio (Sml di PNS su 7ml di 
gradiente), con tre densità (d20°C): 3 
ml di saccarosio 1.12g/ml (0.9M), 3 ml 
di 1.18g/ml (1.4M) e 1 ml di 1.21g/ml 
~1.7M). I gradienti. venivano preparati. 
m provette da 13ml di acetato di 
cellulosa per ultracentrifuga (L.S. 
Beckman Instruments Inc., Palo Alto, 
CA, USA). Le soluzioni venivano 
preparate sciogliendo il saccarosio in 
Hepes 20mM, pH 7.4, contenente 
iodoacetato 2mM e leupepti.na 
10J..tg/ml e calibrando l~ densità ai 
' ·valori voluti .al .densitometto DMA 45 
(Parr, Graz, Austria). 
Parte Seconda -NCS-1 nei granulociti umani 
Le provette così allestite erano 
centrifugate per 12 ore a 28.000 rpm 
nel rotore SW 40 in ultracentrifuga 
Beckman. Come riportato altrove (Vita 
F. et aL, 1996) si ottengono 3 bande 
principali: una frazione di membrana 
corrispondente a d=1.12g/ml, una 
frazione arricchita in granuli specifici 
corrispondente a d=1.18g/ml e una 
frazione arricchita in granuli azurofili 
corrispondente a d=1.21g/ml. 
2. 7- Caratterizzazione delle 
frazioni subcellulari 
Le frazioni subcellulari venivano 
caratterizzate in base ai loro "markers" 
principali (mieloperossidasi e fosfatasi 
alcalina) e alloro contenuto in proteine. 
La mieloperossidasi (MPO) 
veniva dosata usando come substrato la 
tetrametilbenzidina (fMB) e l'attività 
enzimatica era espressa in O .D. 
/minuto/ mg di proteine (MenegaZif R 
et aL, 1992). La fosfatasi alcalina veniva 
dosata usando come substrato il para-
nitro-fenilfosfato (PNPP) e la sua 
attività era espressa in O.D. (2 ore)/ 
mg di proteine (Bergmryer H.U., 1986). 
Il contenuto di proteine veniva valutato 
con il metodo descritto da Bradford 
(Bradford M.M., 1976). 
Poichè i valori ottenuti. (vedi 
paragrafo 3. 0- Risultati.) erano in 
accordo con dati. precedenti. (Vita F. et 
aL, 199 7), non veniva dosata la proteina 
legante la vitamina B12 (VBBP), quale 
"marker" dei granuli specifici. 
2.8- Lisati delle linee cellulari 
Materiali e soluzioni 
- Tampone RIPA: Tris-HCl 100mM, 
pH 7.4, NaCl 100mM, Triton-X-100 
0.5°/o~ e SDS ( sodio dodecilsolfato) 
0:1 ~/o y (f ris ··e T riton-X -100 della Sigma 
·CH~rucafCo, MO, USA; NaCl e SDS 
~,"H. 
:•:; ' 
Parte Seconda -N CS-1 nei granulociti umani 
della Carlo Erba Reagenti, Milano, 
Italia) 
- Cocktail di inibitori di proteasi 
(Sigma Chemical Co, MO, USA) 
Procedura 
Dopo aver contato le cellule in 
coltura e averle centrifugate a 250xg, il 
fondello veniva risospeso in tampone 
RIPA in modo da avere le cellule ad 
una concentrazione di 20x106 /mi. Si 
aggiungevano 100~ di inibitori di 
proteasi per ogni ml di RIPA e si 
in cubava a 4 °C in rotazione per 30 
minuti. La miscela veniva sonicata e 
centrifugata. Si recuperava quindi il 
sopranatante, che rappresenta il lisato 
cellulare. 
2.9- Immunoprecipitazione 
Materiali e soluzioni 
- Resina (protein G-agarose - Sigma 
Chemical Co, MO, USA) 
- Tampone sodio borato 0.2 M, pH 
8.2 (Merck, Darmstadt, Germany) 
- Trietanolammina 0.2 M, pH 8.2 
(BDH Laboratory Supplies, Poole, 
England) 
- Dimetilpimelimidato (DMP) 5 
mg/ml (Sigma Chemical Co, MO, 
USA) in trietanolammina 
- Etanolammina 0.2 M pH 8.2 (BDH 
Laboratory Supplies, Poole, England) 
- PBS (vedi materiali per l'isolamento 
dei granulociti) 
- Tampone di lisi (RIPA - vedi sopra) 
- Anticorpi anti-NCS-1 (Santa Cruz 
Biotechnology Inc, CA, USA) e IgG di 
coniglio (Sigma Chemical Co, MO, 
USA) (vedi paragrafo 2.1) 
- Lisa t o cellulare o frazioni subcellulari 
di neutrofili (vedi sopra) 
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Procedura 
La resina (20 ~ per ogni 
immunoprecipitazione) veniva attivata 
con 3 lavaggi in tampone sodio borato 
(0.5 mi ogni volta). Si aggiungevano 5 
~g per ogni immunoprecipitazione (IP) 
di anticorpo anti-NCS-1 o, per le prove 
di controllo, di IgG di coniglio. Si 
portava il volume a 0.5 ml con 
tampone sodio borato. Si ponevano le 
prove in rotazione per 2 ore a 
temperatura ambiente. 
Si procedeva con 2 lavaggi in tampone 
sodio borato (0.5 mi ogni volta). 
Successivamente si aggiungeva il DMP 
(60 ~/IP) e si metteva nuovamente in 
rotazione a temperatura ambiente per 
45 minuti. Quindi si facevano 3 lavaggi 
in etanolammina (0.5 mi ogni volta) e 
poi si lasciava in rotazione in 0.5 mi di 
etanolammina per 2 ore sempre a 
temperatura ambiente. Infine si 
facevano due lavaggi in PBS e uno in 
RIPA (0.5 mi l'uno), si centrifugava per 
eliminare il sopranatante e quindi si 
aggiungevano 500 J.lg di lisato cellulare 
o di frazioni di neutrofili. Si terminava 
con un'incubazione per 15 ore a 4 °C in 
rotazione e con 3 lavaggi in RIPA. 
2.10- Elettroforesi in gel di 
poliacrilamide (SDS-PAGE) e 
Western blotting 
Materiali e soluzioni 
- Gel di poliacrilamide al 12°/o Tris-
glicina (Sambrook ]. et al., 1989) 
- Tampone "sample buffer" 2x: T ris-
HCl 0.1 M, pH 6.8, glicerolo 20°/o, SDS 
2°/o e ~-mercaptoetanolo 5°/o (Tris della 
Sigma Chemical Co, MO, USA; 
glicerolo e ~-mercaptoetanolo della 
BDH Laboratory Supplies, Poole, 
England; SDS e HCl della Carlo Erba 
Reagenti, Milano, Italia) 
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- Markers di peso molecolare 
Rainbow RPN 756 (Amersham 
Biosciences, Buckinghamshire, UK) 
- Nitrocellulosa (Immobilon PVDF-
Millipore Co, MA, USA) 
- Tampone di corsa: Tris-HCl SOmM, 
pH 8.3, glicina 384mM, SDS 0.2°/o (fris 
e glicina della Sigma Chemical Co, MO, 
USA; SDS e HCl della Carlo Erba 
Reagenti, Milano, Italia) 
- Tampone di trasferimento: Tris-HCl 
25mM, pH 8.3, glicina 190mM, 
contenente metanolo 20°/o (fris e 
glicina della Sigma Chemical Co, MO, 
USA; metanolo e HCl della Carlo Erba 
Reagenti, Milano, Italia) 
- PBS-Tween-20 0.2°/o (Sigma 
Chemical Co, MO, USA) 
- BSA (Sigma Chemical Co, MO, 
USA) 
- IgG di anti-NCS-1 di topo/ratto 
(vedi paragrafo 2.1) 
- lgG an ti-IgG di pollo, prodotte in 
capra e coniugate alla perossidasi 
(Sigma Chemical Co, MO, USA) (vedi 
paragrafo 2.1) 
- Sistema chemiluminescente della 
Amersham (ECL, Amersham 
Biosciences, Buckinghamshire, UK) 
Procedura 
L'elettroforesi veniva eseguita 
secondo il metodo di Laemmli (Laemmli 
U.K, 1979). I campioni, prima di venir 
caricati sui gels, venivano diluiti 1:1 in 
"sample buffer 2x", quindi bolliti per 4 
minuti. La corsa elettroforetica era 
condotta a 18mA per. gel. Le proteine 
erano quindi trasferite ~u nitrocellulosa 
utilizzando il sistema Xcell II Mini-Cell 
(NOVEX Exp. Tec.,' Ci\, tJSA). I gels 
venivano messi a stretto contatto con i 
fogli di nitrocellulosa e immersi in un 
tampone di trasferimento in un campo 
Parte Seconda -NCS-1 nei granulociti umani 
elettrico di 25V, 1 OOmA per 1 ora e 
mezza. La membrana di nitrocellulosa 
con le proteine trasferite veniva 
incubata in PBS-Tween-20 con 5°/o di 
BSA per 1 ora a temperatura ambiente. 
Dopo 3 lavaggi in PBS-Tween-
20 di 5 minuti ciascuno, la membrana 
era esposta per 15 ore a 4 °C 
all'anticorpo anti-NCS-1 diluito 1:800 
in PBS-Tween-20 con 3°/o di BSA. 
Seguivano altri 3 lavaggi (come sopra) 
in PBS-Tween-20 e quindi 
l'incubazione con il secondo anticorpo 
(IgG anti-IgG di pollo coniugate a 
perossidasi) diluito 1:8000 in PBS-
Tween-20 con 3o/o di BSA. La presenza 
di attività perossidasica, ovvero 
l'immunoreattività delle proteine, 
veniva rivelata dal sistema 
chemiluminescente ECL. 
2.11- Estrazione di RNA 
Materiali e soluzioni 
- RNAzolB (fEL-TEST In c, 
Friendswood, USA): soluzione pronta 
per l'uso 
- Cloroformio (BDH Laboratory 
Supplies, Poole, England) 
- Alcool isoamilico (Carlo Erba 
Reagenti, Milano, Italia) 
- Isopropanolo (Carlo Erba Reagenti, 
Milano, Italia) 
- Etanolo (BDH Laboratory Supplies, 
Poole, England): soluzione al 75°/o 
- Acqua milliQ 
Procedura 
Per ottenere una quantità di 
RNA sufficiente a permettere una 
retrotrascrizione e successiva 
amplificazione, venivano processate 
Sx106 cellule. 
Le cellule, risospese 1n un 
volume noto di PBS+, erano 
Parte Seconda -N CS-1 nei granulociti umani 
centrifugate al massimo della velocità in 
microcentrifuga a 4 °C, per 1 O minuti. 
Dopo eliminazione del sopranatante, 
veniva aggiunta una quantità di 
RNAzolB (contenente tra l'altro 
guanidinio tiocianato, che è un forte 
denaturante proteico, e fenolo), nel 
rapporto di 200J.tll 106 cellule, che 
permette l'estrazione dell'RNA. Si 
aggiungeva quindi una miscela 
cloroformio-alcool isoamilico (49:1) in 
ragione di 100J.1l per ogni ml di 
RNAzolB e, dopo una vigorosa 
agitazione, si teneva in ghiaccio per 20-
25 minuti. A questo punto, avvenuta la 
separazione delle due fasi, si recuperava 
quella acquosa, in cui l'RNA è solubile. 
Per far precipitare l'RNA, si 
aggiungeva, mescolando bene, un ugual 
volume di isopropanolo, quindi, per 
favorire la precipitazione, la miscela si 
portava a -80°C per un'ora, oppure per 
15 ore a -20°C. Dopo una 
centrifugazione di 15 minuti a 12000xg, 
alla temperatura di 4°C, si eliminava il 
sopranatante e si lavava il fondello con 
0.8 ml di etanolo al 7 50/o. Un'ulteriore 
centrifugazione di 8 minuti a 7500xg a 
4°C permetteva di riottenere un 
fondello, che veniva portato a secco e 
infine solubilizzato in SOJ.ll di acqua 
milliQ. L'RNA estratto veniva quindi 
incubato per 10 minuti a 70°C, per 
evitare la formazione di strutture 
terziarie, che potrebbero 
compromettere la successtva 
retro trascrizione. 
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2.12-Retrotranscription-
polymerase chain reaction (RT-
PCR) 
Materiali e soluzioni 
- Oligonucleotide poli-dT (Genosys 
Biotechnologies Ltd, Cambridgeshire, 
UK) 
- Acqua sterile 
- Tampone "fust strand buffer" Sx 
(GibcoBRL GmbH, Eggestein, 
Germany) 
- Desossiribonucleotidi 
dGTP, dCTP, dTTP) 
(dATP, 
10mM 
(Finnzymes Oy, Espoo, Finland) 
- Ditiotreitolo (DT1) 0.1 M 
(GibcoBRL GmbH, Eggestein, 
Germany) 
- Inibitori delle RNAsi (Ambion, TX, 
USA) 
- Trascrittasi inversa (GibcoBRL 
GmbH, Eggestein, Germany) 
- RNA (estratto come descritto sopra) 
- Tampone "PCR buffer" 10x 
(Finnzymes Oy, Espoo, Finland) 
- MgC12 25mM (Finnzymes Oy, 
Espoo, Finland) 
- Taq polimerasi 2U l Jll (Promega, 
Wl, USA) 
- Oligonucleotidi (primers) "189" (5' 
TTC GGA GAC CCC ACC AAG 
TIT 3') e "481" (5' CGT CGG CAT 
TCT TAT CCA TCA 3') (GibcoBRL 
GmbH, Eggestein, Germany) 
Procedura 
Per ottenere il c-DN~ s1 
aggiungevano di seguito: 6Jll .. 
tampone "fust strand buffer" Sx, 1.5 ~ 
di desossiribonucleotidi, 3f.l~ di DTT, 
quindi 1.0Jll di inibitori di RN'1.0Jll 
di trascrittasi inversa (1 OOU l J.1l fm~ e 
11.5 J.ll di acqua sterile. A tale miscela di 
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reazione si aggiungeva l'RNA (SJ.!l) e il 
poli-dT (1.0J.!l), per un volume finale di 
30J.!l, e veniva messo a 3 7°C per un'ora 
e poi si faceva una rapida incubazione 
(1 O minuti) a 70°C, per assicurare 
l'appaiamento dell' oligo-dT con la coda 
di poliA al 3' terminale. 
A questo punto si preparava la 
miscela di reazione per la PCR, che 
consiste nella sequenziale aggiunta di: 
"PCR buffer" 10x (2J.!l), 0.5J.!l di 
desossiribonucleotidi, 1.5J.!l di MgC12, il 
c-DNA (1J.!l), gli oligonucleotidi (1J.!l di 
ognuno), la Taq Polimerasi (0. 5J.!l) e 
infine acqua sterile (a raggiungere un 
volume finale di 25J.!l). Si impostava il 
ciclatore come segue: 
-1 passaggio a 94 °C per 5 minuti 
(per la denaturazione del c-DNA); 
-25 cicli, ognuno di 45 secondi a 
94°C, 45 secondi a 55°C (per 
l'appaiamento tra oligonucleotidi e 
DNA a singolo filamento) e 1 minuto a 
72°C (temperatura ottimale per la Taq 
polimerasi) ; 
-7 minuti a 72°C. 
I due oligonucleotidi utilizzati 
sono stati prodotti sulla base della 
sequenza del c-DNA di NCS-1 di 
mammifero (Gene Bank: NM 014286), 
costruiti a partire dalla pos~ione 189 
della sequenza genica (perciò chiamato 
"189'') e a partire dalla pos~ione 481 
della sequenza (chiamato quindi 
"481"). 
3.0- RISULTATI 
3.1- Caratterizzazione dell~ 
frazioni subcellulari dei neutrofili · 
Le frazioni subcellulari ' dei , 
neutrofili, ottenute in . seguim: a. 
separazione su gradiente discon"W!uo di 
Parte Seconda -N CS-1 nei granulociti umani 
saccarosio (come descritto nel 
paragrafo 2.7), sono state caratterizzate 
in base ai loro markers principali di 
granuli azurofili e membrane, mediante 
reazioni enzimatiche seguite da analisi 
spettrofotometrica. I markers 
considerati sono i seguenti: 
la mieloperossidasi per i granuli 
azurofili; 
la fosfatasi alcalina per le 
membrane. 
I risultati ottenuti sono paragonabili a 
quelli già presenti in letteratura (Vita F. 
et al, 1997). Le attività specifiche delle 
frazioni, calcolate sulla base della 
quantificazione delle proteine, 
effettuata tramite il metodo di 
Bradford, sono riportate nella tabella 2. 
Tabella 2 
Frazioni MPO Fosfatasi 
subcellulari Alcalina 
PNS 61.3 36.6 
Citosol 1.85 1.55 
Membrane 18.4 401.9 
Granuli specifici 56.5 27 
Granuli azu.rofili 202.5 19.5 
I valori delle attività specifiche, 
espressi in OD/min/mg di proteine per 
l'MPO e OD(2 ore)/mg di proteine per la 
fosfatasi alcalina, si riferiscono alla media di 
due esperimenti. 
3.2-Localizzazione 
subcellulare di NCS-1 in granulociti 
neutro fili 
3.2.1. Microscopia ottica a 
fluorescenza 
L'osservazione di citocentrifugati 
di neutrofili (ottenuti da sopranatanti di 
3x105 cellule/mi), incubati con IgG di 
coniglio anti-NCS-1 di topo/ratto e 
Parte Seconda -NCS-1 nei granulociti umani 
successivamente con IgG anti-IgG di 
coniglio coniugate a FITC, rivela una 
diffusa positività a livello del 
citoplasma (Fig. 4 a), che non appare 
nei campioni di controllo. Questi 
ultimi, incubati prima con IgG pre-
immuni di coniglio e poi con IgG anti-
IgG di coniglio coniugate a FITC, 
mostrano una bassa fluorescenza di 
a h 
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fondo, attribuibile ad una reattività di 
tipo aspecifico del secondo anticorpo e 
ad un'autofluorescenza delle cellule 
(Fig. 4 b). Non è possibile a questo 
livello decidere il compartimento 
subcellulare ove la positività è 
localizzata. 
Fig. 4: Citocentrifugato di granulociti neutrofili umani osservati al microscopio ottico 
confocale. li preparato è stato trattato con IgG di coniglio anti-NCS-1 e quindi con IgG di capra 
anti-IgG di coniglio coniugate a FITC (a); citocentrifugato di granulociti neutrofili umani incubati 
con IgG pre-immuni di coniglio e poi con IgG di capra anti-IgG di coniglio coniugate a FITC (b). 
La reazione è evidenziata in una scala arbitraria di colori. Ingrandimento fmale= x650. 
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3.2.2. Microscopia elettronica 
Per confermare i dati ottenuti in 
microscopia ottica ed individuare la 
localizzazione subcellulare degli 
antigeni che reagiscono con anti-NCS-
1, abbiamo fatto un'indagine di tipo 
ulttastrutturale su sezioni di neuttofili, 
incubati con anticorpi anti-NCS-1 
(topo/ratto), che abbiamo quindi 
rivelato con anticorpi marcati con oro 
colloidale. L'ipotesi avanzata della 
presenza di una reattività positiva 
all'anticorpo anti-NCS-1, viene qui 
confermata dall'associazione delle 
particelle d'oro colloidale di 1 O nm 
specialmente alla superficie dei granuli 
(Fig. 5 a), sebbene una marcatura di un 
certo rilievo sia presente anche nel 
cito sol. 
La specificità della reazione è 
suggerita dal basso numero di particelle 
presenti sui lobi nucleari e fuori dalla 
cellula (sulla resina), nonchè su granuli, 
vescicole e nel citoplasma, di sezioni 
trattate con IgG pre-immuni, anzichè 
con anticorpi specifici. 
Allo scopo di distinguere quale 
tipo di granulo (azurofilo o specifico) 
presentasse la capacità di reagire con gli 
anticorpi anti-NCS-1 è stata anche 
eseguita una doppia marcatura delle 
sezioni ulttasottili di neuttofili, per 
evidenziare la contemporanea presenza 
della MPO e di NCS-1 (Fig. 5 b). 
L'NCS-1 risulta frequentemente, ma 
non esclusivamente, colocalizzare con 
l'MPO e questo suggerisce una sua 
prevalente associazione con i granuli 
azurofili. Una certa reattività positiva 
risulta comunque anche sui granuli 
MPO-negativi, meno elettrondensi. 
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Fig. 5: a) Sezione ultrasottile di 
granulocita neutrofilo umano incubato con 
IgG di coniglio anti-NCS-1 e con IgG di 
capra anti-IgG di coniglio marcati con oro 
colloidale (10 nm di diametro). Ingrandimento 
finale=xSOOO. b) Sezione ultrasottile di 
granulocita neutrofilo umano, marcato sia con 
anticorpo anti-NCS-1 (particelle d'oro 
colloidale di 1 O nm), sia con anticorpo anti-
MPO (particelle d'oro colloidale di 20 nm). 
Sui granuli più eletttondensi è evidente la 
doppia marcatura con anticorpo anti-NCS-1, 
rivelato da particelle d'oro colloidale del 
diametro di 10 nm, e dell'anticorpo anti-
MPO, rivelato da particelle d'oro colloidale 
del diametro di 20 nm. Ingrandimento 
finale=x23000. 
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È stata anche effettuata un'analisi 
ultrastrutturale di altri leucociti umani 
(dati non mostrati): gli eosinofili non 
mostrano alcuna positività per NCS-1, 
mentre i monociti, che possiedono veri 
granuli azurofili, mostrano una bassa 
positività sia nel citosol, sia nei granuli. 
Queste osservazioni portano a ritenere 
che la presenza di N CS-1 sia una 
peculiarità prevalentemente dei 
neutro fili. 
3.3- Analisi elettroforetica di 
NCS-1 in granulociti neutrofili 
Le frazioni subcellulari derivate 
da granulociti neutrofili, in seguito a 
cavitazione e separazione su gradiente 
discontinuo di saccarosio, sono state 
utilizzate per un'indagine elettroforetica 
in condizioni riducenti. Dopo 
l'elettroforesi, le proteine delle varie 
frazioni vengono trasferite su 
nitrocellulosa (western blotting) e 
trattate con anticorpi anti-NCS-1 di 
topo/ ratto. 
In figura 6, nella corsia 1 è 
riportato il profilo di reazione all'anti-
NCS-1 del PNS totale di neutrofili 
umani, mentre nelle corsie 2 e 3 sono 
riportati i profili elettroforetici relativi 
ai granuli azurofili e, per riferimento, 
alla frequenina ricombinante. Tra le 
frazioni subcellulari si è scelto di 
mostrare solo quella dei granuli 
azurofili in quanto all'analisi 
morfologica al microscopio elettronico 
risulta che NCS-1 è prevalentemente 
associato ad essi. Si evidenzia la 
presenza di bande a vari pesi 
molecolari, ma in particolare si nota 
una banda alla stessa altezza di quella 
della frequenina ricombinante (21.5 
KDa). Le altre frazioni subcellulari 
(citoplasma, membrane e granuli 
specifici) non presentano una banda 
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corrispondente, ma solo bande a peso 
molecolare più alto (non mostrato), 
parzialmente evidenziate anche in PNS 
e granuli azurofili. 
La reattività all'anticorpo anti-
NCS-1 si è dimostrata essere 
comunque specifica, visto il profilo 
della frequenina ricombinante e 
l'assenza della banda di 21.5 KDa in 
western blotting trattati con IgG pre-
immuni (non mostrato). Per quanto 
riguarda la presenza delle bande a più 
alto peso molecolare, si è pensato che 
possano essere forme di aggregazione, 
considerato che è noto in letteratura 
(Schaad N.C. et al, 1996) la presenza 
almeno di dimeri di NCS-1 (corsia 3 
Fig. 6). 
1 2 3 
20.5KDa~ 
Fig. 6: Western blot incubato con 
anticorpo anti-NCS-1 ottenuto in pollo (dii. 
1 :800), rivelato con il metodo ECL; tempo di 
reazione ECL: 1 minuto; tempo d'esposizione 
della lastra: 1 minuto. Corsia 1: PNS, 60!J,g; 
corsia 2: granuli azurofili 30!J,g; corsia 3: 
frequenina ricombinante, 30ng. 
Per valutare questa possibilità si 
è proceduto con un'elettroforesi in 
condizioni riducenti in cui si è aggiunto 
ditiotreitolo (DTI) 20mM al tampone 
di caricamento, oltre al 13-
mercaptoetanolo (5°/o concentrazione 
finale). TI DTT viene aggiunto anche al 
tampone di corsa, alla concentrazione 
di 20mM. Il profilo elettroforetico è 
so 
rimasto invariato (non mostrato), 
quindi è da escludersi la possibilità che 
le bande in questione siano delle forme 
di aggregazione dovute alla formazione 
di ponti disolfw:o durante la migrazione 
elettroforetica delle proteine. 
Probabilmente le bande evidenziate 
sono di natura aspecifica. Per avere dei 
dati più certi, eliminando il disturbo di 
bande aspecifiche, si è pensato di 
procedere con l'analisi elettroforetica 
piuttosto degli immunoprecipitati, 
ottenuti con anti-NCS-1, delle varie 
frazioni subcellulari. Come si vede in 
figura 7 nelle prime due corsie del 
western blotting successivo alla 
immunoprecipitazione è evidenziata 
un'unica banda sia per i granuli 
azurofili (corsia 1) che per il PNS totale 
(corsia 2), alla stessa altezza di quella 
della frequenina ricombinante (corsia 
3). Invece non si rivela nessuna banda 
per quanto riguarda gli 
immunoprecipitati ottenuti con la 
frazione delle membrane e dei granuli 
specifici (corsie 1 e 3 della Fig. 8). 
Inoltre si è provata la specificità 
della reazione dell'anticorpo anti-NCS-
1 della Santa Cruz usando per 
l'immunoprecipitazione le IgG totali di 
coniglio (corsie 4-6 Fig. 7): non si 
evidenzia in western blott:ing nessuna 
banda. 
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Fig. 7: Western blot di 
immunoprecipitati rivelato con il metodo 
ECL; tempo di reazione ECL: 1 minuto; 
tempo d'esposizione della lastra: 1 minuto. 
Corsia 1: granuli azurofili; corsia 2: PNS; 
corsia 3: frequenina ricombinante. IP con 
anti-NCS-1 Santa Cruz Biotechnology Inc. 
Corsia 4: granuli azurofili; corsia 5: PNS; 
corsia 6: frequenina ricombinante. IP con IgG 
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totali di coniglio. Rivelazione con anticorpo 
policlonale anti-NCS-1 ottenuto in pollo (dii. 
1:800). L'immunoprecipitazione è fatta con 
SOOJ..Lg di proteine totali, stimate con metodo 
Bradford. 
1 2 3 
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Fig. 8: Western blot di 
immunoprecipitati (con anti-NCS-1 Santa 
Cruz Biotechnology Inc.) rivelato con il 
metodo ECL; tempo di reazione ECL: 1 
minuto; tempo d'esposizione della lastra: 1 
minuto. Corsia 1: membrane; corsia 2: granuli 
azurofili; corsia 3: granuli specifici. 
Rivelazione con anticorpo policlonale anti-
NCS-1 ottenuto in pollo (dii. 1:800). 
L'immunoprecipitazione è fatta con SOOJ..Lg di 
proteine totali, stimate con metodo Bradford. 
3.4- Analisi dell'espressione 
proteica . 
Si è pensato di passare all'uso di 
linee cellulari per indagare se la N CS-1 
è presente già nelle cellule immature, 
incapaci di svolgere una normale 
funzione fagocitaria_, oppure se è una 
caratteristica delle cellule mature. Le 
linee cellulari scelte sono (vedi 
paragrafo 2.3): HL-60, K-562, U-937 e, 
come riferimento, la linea delle PC-12, 
in cui la presenza di N CS-1 è riportata 
in letteratura (McFerran B. W. et aL, 
1998; Koizumi S. et aL; 2002; Scalettar 
BA. et aL, 2002). Innanzitutto si è 
proceduto con l'analisi in ~C~ de~ 
cDNA sia delle linee cellulart, sta de1 
neutrofili (Fig. 9). Si sono usati 
oligonucleotidi (primers) di 21 basi 
ognuno, chiamati "189" e "481": il 
frammento di amplificazione è di circa 
300 bp ed è evidenziato per tutte le 
linee cellulari considerate e anche per i 
neutro fili. 
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nelle HL-60 (Fig. 11). Si è evidenziata 
la banda relativa alla N CS-1, mentre 
nessnna banda viene rivelata se si usano 
300 bp .,... per l'immnnoprecipitazione IgG totali. 
Fig. 9: PCR con i prime:rs "189" e 
"481". Partendo da sinistra: U-937, K-562, 
HL-60, neutrofili e PC-12 (le PC-12 sono il 
riferimento). 
3.5-Analisi elettroforetica di 
N CS-1 in linee cellulari 
Si è quindi passati all'analisi 
elettroforetica dei lisati totali delle linee 
cellulari umane da paragonare con 
l'analisi dellisato di neutrofili (il PNS di 
Fig. 6). Il profilo elettroforetico è 
mostrato in figura 10. 
1 2 3 4 
Fig. 10: Western blot incubato con 
anticorpo anti-NCS-1 ottenuto in pollo (dil. 
l :800) e :rivelato con il metodo ECL; tempo di 
:reazione ECL: 1 minuto; tempo d'esposizione 
della lastra: 1 minuto. Le linee cellulari scelte 
sono: U-937 (co:rsia 1), HL-60 (co:rsia 2), K-
562 (co:rsia 3), e PC-12 (co:rsia 4). Sono 
caricati 1 OIJ.g pe:r ogni linea. 
Visto il buon risultato, abbiamo 
deciso di concentrarci solo sulla linea 
cellulare delle HL-60. Come fatto per le 
frazioni dei neutrofili, si è proceduto 
con la immnnoprecipitazione 
confermando la presenza di N CS-1 
1 2 3 
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Fig. 11: Western blot di HL-60 
rivelato con il metodo ECL. Incubazione con 
anticorpo policlonale anti-NCS-1 (ottenuto in 
pollo, dil. 1 :800). Co:rsia 1: lisato totale. Co:rsia 
2: immunop:recipitato dellisato di HL-60 con 
anti-NCS-1 (Santa Cruz Biotechnology Inc.). 
Co:rsia 3: immunop:recipitato dellisato di HL-
60 con IgG totali di coniglio. 
L'immunop:recipitazione è fatta con SOOIJ.g di 
p:roteine totali, stimate con metodo B:radfo:rd. 
Nella co:rsia 1 ci:rca 100 IJ.g di p:roteine totali. 
3.6-Localizzazione 
subcellulare di NCS-1 nelle HL-60 
Si è anche verificata la presenza 
di NCS-1 anche morfologicamente, 
osservando citocentrifugati di HL-60 
(3x105 cellule/mi). La figura 12 mostra 
come NCS-1 abbia nna distribuzione 
citosolica non omogenea 
(possibilmente granulare). 
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Fig. 12: Im.munocitochimica di HL-60. A sinistra sono mostrate due cellule incubate con 
anticorpo policlonale anti-NCS-1 ottenuto in coniglio: si nota chiaramente una distribuzione 
citosolica non omogenea dell'antigene. A destra sono mostrate due cellule, incubate solo con 
anti-IgG di coniglio (come controllo). 
Si è anche fatta una 
immunòcitochimica dove s1 e cercata 
un'eventuale co-localizzazione di NCS-
1 con Rab-7, una proteina marker degli 
endosomi tardivi (non mostrato). Si è 
visto che N CS-1 si localizza su 
organelli diversi dagli endosomi, dove 
invece si evidenzia Rab-7. 
4.0- DISCUSSIONE 
I dati di RT-PCR suggeriscono 
che la trascrizione del gene per NCS-1 
è già attiva nei precursori molto 
immaturi dei neutrofili, in cui è attivo il 
processo di granulogenesi, e inoltre è 
anche rivelabile nelle cellule mature. I 
risultati ottenuti mediante analisi 
immunocitochimica confermano 
chiaramente la presenza di NCS-1 nelle 
HL-60 e anche nei granulociti neutrofili 
umani. La microscopia ottica consente 
di stabilire che la distribuzione è 
piuttosto eterogenea nel citosol dei 
fagociti. L'osservazione ultrastrutturale 
conferma questi dati ed in più rivela la 
distribuzione subcellulare di NCS-1 
indicando un'associazione ai granuli, 
principalmente sulla faccia citosolica. 
Occasionalmente si è osservata una 
distribuzione di N CS-1 lungo strutture 
lineari, e questo potrebbe indicare un 
suo possibile rapporto con le strutture 
citoscheletriche, riportato anche in 
letteratura. Riguardo i granuli, l'analisi 
mediante "double staining", atta a 
rivelare nella stessa sezione la 
mieloperossidasi (MPO, marker dei 
granuli azurofili) e N CS-1, dimostra 
senza ombra di dubbio che la maggiore 
positività per NCS-1 si presenta a 
carico dei granuli azurofili (perossidasi 
positivi). Anche l'analisi morfologica di 
HL-60 in esperimenti di co-
localizzazione con Rab-7 ha dimostrato 
che NCS-1 si associa ad organelli di 
probabile origine granulare (nelle HL-
60 sono presenti solo granuli azurofili) 
e non a livello di endosomi. Inoltre 
N CS-1 appare associata anche a piccole 
vescicole citosoliche, di cui non è 
chiara la natura. L'osservazione 
ultrastrutturale suggerisce che in 
leucociti diversi dai neutrofili NCS-1 sia 
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presente in quantità non rivelabile. Il 
dato potrebbe essere indicativo del 
fatto che N CS-1 conferisca una 
specifica attività funzionale al 
neutro fili. 
L'analisi elettroforetica, in 
condizioni riducenti, delle frazioni 
subcellulari di neutrofili ottenute su 
gradiente di saccarosio mostra nel PNS 
varie bande proteiche nel range di 97-
21.5 KDa. Come è da aspettarsi, nelle 
singole frazioni sono visibili bande 
comuni a quelle presenti nel PNS, ma 
solo nella frazione dei granuli azurofili 
si vede la banda della N CS-1. La 
proteina ricombinante presenta una 
sola forma di aggregazione a circa 45 
KDa. Si è escluso che le condizioni 
sperimentali consentano la formazione 
di ponti disolfuro e quindi 
l'aggregazione durante la corsa 
elettroforetica, considerando che 
l'inserimento di 2 mM DTI nel 
tampone di corsa e nel campione 
accanto al J3-mercaptoetanolo non 
modifica i risultati riportati. 
Esperimenti di immunoprecipitazione 
hanno consentito di eliminare il 
problema della presenza di bande ad 
alto peso molecolare: il profilo 
elettroforetico risulta pulito dalla 
maggior parte delle bande a più alto 
peso molecolare e si vede nettamente la 
banda relativa alla N CS-1. Si è quindi 
confermato che NCS-1 è 
effettivamente associata ai granuli 
azurofili e non ad altre frazioni 
subcellulari. 
L'importanza del fatto che N CS-
1 risulti associata ai granuli azurofili e 
non significativamene agli specifici 
consiste nel fatto che funzionalmente, 
come descritto in precedenza, il 
contenuto dei due tipi di granuli viene 
scaricato in condizioni diverse e, fino 
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ad ora, non si erano evidenziate 
proteine, correlate con il processo 
secretorio e costituzionalmente 
associate ai soli azurofili. Altre 
proteine, note per il loro ruolo pro-
secretorio nelle cellule neuroendocrine, 
sono state trovate associate ai granuli 
specifici (Philips M.R et al, 1991; 
Brumell ].H. et al, 1995), oppure a 
specifici e azurofili, ma nessuna di 
queste ai soli granuli azurofili (SJiilin C. 
et al, 1994). Infatti i dati presenti in 
letteratura sono concordi nell'affermare 
che alcune annessine, in presenza di 
Ca2+, si associano sia ai granuli azurofili 
e sia agli specifici, altre si associano 
facilmente con i granuli specifici, sia in 
forma nativa, sia in forma tronca, e 
favoriscono l'aggregazione omotipica e 
la fusione di questi granuli con altre 
strutture di membrana (Bo1Tegaard N et 
al, 1992; Meers P. et al, 1993; SJiilin C et 
al, 1994; Movitz C et al, 1999). 
Un'associazione selettiva di annessine 
ai granuli azurofili non si verifica in 
nessuna condizione sperimentale. Solo 
un aumento estremo di calcio (1mM) 
consente una associazione differenziale 
dell'annessina XI ai granuli azurofili 
(Sjolin C and Dahlgren C, 1996; Sjolin C 
et al, 1997). È possibile che 
fisiologicamente l'associazione 
annessina-azurofili abbia un significato 
funzionale. Tuttavia questo deve essere 
ancora chiarito, soprattutto per quanto 
riguarda la necessità del Ca2+, la 
presenza di proteinasi capaci di 
generare forme tronche ed il significato 
funzionale di queste ultime. Non sono 
inoltre disponibili dati ultrastrutturali 
che suffraghino questo fenomeno. 
Considerando tutti questi 
risultati, il nostro dato di associazione 
specifica N CS-1-granuli azurofili 
assume particolare importanza: N CS-1 
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potrebbe rappresentare una delle 
proteine che specificamente 
controllano l'attività secretoria dei 
granuli azurofili nei neutrofili umani e 
quindi in particolare il meccanismo di 
degranulazione, e non quello di 
secrezione extra -cellulare, che è 
associato prevalentemente ad altri tipi 
di granuli. 
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CONCtUSIONI 
Conclusioni 
La risposta infiammatoria ad 
un'infezione è a carico principalmente 
dei granulociti neutrofili, dei monociti e 
dei macrofagi, i quali fagocitano il 
microrganismo infettante. I neutrofili 
sono i primi a migrare nel sito 
d'infiammazione: nel fagosoma 
scaricano potenti sostanze microbicide 
contenute nei granuli, le quali 
permettono l'uccisione del batterio 
(degranulazione). Parte di queste 
sostanze viene però secreta anche 
all'esterno del fagocita (secrezione), 
contribuendo al danno tissutale 
associato alla risposta infiammatoria. 
Il destino dei microrganismi 
fagocitati dipende sia dal fatto se 
avvenga o meno la degranulazione, sia 
dall'entità di questa. La formazione del 
fagosoma è la chiave della funzione 
battericida dei fagociti. La fusogenicità 
del fagosoma, cioè la capacità che 
questo organulo ha nel consentire o 
meno che avvenga la fusione con i 
granuli, è particolarmente rilevante. 
Sembra che l'impegno di un profilo 
particolare di recettori (e quindi le 
condizioni di opsonizzazione) e/ o una 
maturazione adeguata del fagosoma 
possa modificare la fusogenicità di 
questo organulo. 
Si ritiene unanimemente che i 
microrganismi parassiti intracellulari 
facoltativi, come il Mycobacterium 
tuberculosis, bloccano la fusogenicità del 
fagosoma modificando la sua 
maturazione e la natura del complesso 
proteico che si assembla sulla faccia 
citosolica. N o n c'è ancora prova sicura 
che questi fenomeni dipendano da un 
impegno specifico di un profilo 
recettoriale e/ o dalle condizioni di 
opsonizzazione, ma questa possibilità 
rappresenta un'ipotesi di lavoro. 
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Monito rare l'entità della 
degranulazione potrebbe consentire di 
indagare sul meccanismo messo in 
opera dai parassiti intracellulari 
facoltativi per sopraVVIvere nel 
fagosoma, in particolare il 
coinvolgimento di specifici recettori. 
Inoltre una valutazione quantitativa 
della degranulazione potrebbe rivelare 
difetti, ereditari o acquisiti, del processo 
in pazienti con infezioni ricorrenti 
fornendo, nel contempo, uno 
strumento diagnostico e uno di ricerca. 
Potrebbe anche consentire di valutare 
l'effetto di possibili interventi 
farmacologici in modo da potenziare 
l'attività microbicida dei fagociti e 
limitare il danno infiammatorio. 
La valutazione dell'entità della 
degranulazione m genere è fatta 
quantificando la secreztone 
extracellulare, basandosi sul fatto che 
quest'ultima sia dipendente e 
direttamente proporzionale alla 
degranulazione. In realtà la secrezione 
extracellulare può avvenire anche in 
assenza di fagocitosi e quindi potrebbe 
dipendere da altri meccanismi. Risulta 
pereto molto interessante poter 
comparare la degranulazione con la 
secrezione, in particolare l'andamento 
dei due fenomeni nel tempo. 
Abbiamo messo a punto un 
metodo di quantificazione della 
degranulazione per poter analizzare il 
meccanismo che la regola in diverse 
condizioni sperimentali. 
Si è applicato questo metodo per 
studiare la relazione tra tipo di 
opsontzzaztone ed entità di 
degranulazione e per confontare 
degranulazione e secrezione. 
I risultati ottenuti suggeriscono 
che l'entità di degranulazione per 
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fagosoma dipende dal tipo di 
opsonizzazione e di conseguenza del 
tipo di recettore coinvolto. Questi dati 
si accordano anche con l'ipotesi che i 
microrganismi patogeni "scegliendo" 
una specifica via di trasduzione del 
segnale, legandosi ad uno specifico 
recettore, possono effettivamente in 
questo modo rendere il fagosoma non 
fusogenico, ridurre la secrezione 
intrafagosomale a livelli molto bassi e 
quindi evitare di essere uccisi. 
I dati suggeriscono inoltre la 
completa dipendenza del processo 
secretorio dalla fagocitosi attiva e non 
consentono di ipotizzare una differenza 
dei due processi su base meccanicistica, 
anche se le due cinetiche risultano 
diverse. 
Il danno tissutale si ritiene 
dovuto alla secrezione e quindi 
dimostrare che questo processo possa 
essere inibito in modo specifico senza 
influenzare in alcun modo la 
degranulazione, base della capactta 
battericida, sarebbe un buon contributo 
per sviluppare possibili terapie. 
Per concludere che secrezione e 
degranulazione sono controllati da 
meccanismi diversi sono necessan 
ulteriori indagini. Risulta quindi 
evidente che il meccanismo della 
secrezione non è ancora chiaro. 
I tempi di secrezione per ognuna 
delle quattro popolazioni principali di 
granuli dei neutrofili sono specifici. 
Questa etereogeneità è dovuta a 
differenze morfologiche e funzionali, 
soprattutto per quanto riguarda il 
contenuto granulare. I granuli azurofili 
sono depositari della maggior parte del 
potenziale microbicida del neutrofilo, 
mentre i granuli specifici, e 
probabilmente anche gli altri due tipi di 
granuli, segregano per gran parte un 
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gruppo di recettori che rendono 
disponibili a richiesta. 
Mentre la degranulazione 
interessa sia i granuli azurofili che gli 
specifici, la secrezione vede coinvolti 
principalmente questi ultimi, accanto a 
quelli contenenti gelatinasi e alle 
vescicole secretorie, e, solo in 
condizioni particolari, 1 granuli 
azurofili. Uno stimolo secretorio, 
infatti, non necessariamente induce il 
rilascio di tutti i tipi di granuli, ma ogni 
tipo richiede che si verifichino 
condizioni particolari. Una di queste 
sembra essere un progressivo aumento 
della concentrazione di Ca2+ citosolico, 
che determina un ordine di secrezione 
ben preciso (vescicole secretorie > 
granuli contenenti gelatinasi > granuli 
specifici> granuli azurofili). 
A dispetto dell'importanza di 
questo tema molto poco è noto sui 
meccanismi molecolari che regolano 
questi processi. 
In particolare la regolazione 
molecolare della fusione, fenomeno 
che è alla base di degranulazione e 
secrezione, è fondamentale per la 
comprensione sia dei meccanismi di 
difesa e sia dei meccanismi di danno 
infiammatorio. 
Le cellule nervose sono servite 
da modello per lo studio del 
meccanismo secretorio nei neutrofili. 
Sono coinvolte diverse classi di 
proteine, tra cui le annessine, proteine 
citosoliche che controllano in 
particolare la fusione e interagiscono, in 
modo Ca2+ -dipendente, specificamente 
con i fosfolipidi di membrana. 
In generale quindi per la 
secrezione è importante il processo di 
fusione e le proteine che la regolano. Si 
è indagato se le proteine trovate a 
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livello di cellula nervosa sono presenti 
anche nei granulociti neutrofili. 
Il calcio è un rilevante 
protagonista nel processo di fusione 
all'interno dei fenomeni di 
degranulazione e secrezione nei 
neutrofili e sembra facilitare la fusione 
direttamente o indirettamente 
attraverso effettori proteici. Infatti 
esistono proteine che sono modificate 
in seguito al legame con il calcio e che 
sono coinvolte in vari processi, tra cui 
quello della fusione. 
Nei neutrofili l'aumento del Ca2+ 
citosolico si è visto essere importante 
per lo scarico differenziale dei granuli e 
per la regolazione delle proteine 
strettamente correlate all'aggancio delle 
vescicole e alla formazione del poro di 
fusione. In essi sono espresse alcune 
annessine, che promuovono la fusione 
di membrana e, in presenza di Ca2+, 
inducono l'aggregazione dei granuli e la 
loro fusione con i liposomi. Si assiste 
ad una ridistribuzione delle annessine 
dal citosol alla membrana plasmatica o 
a quella dei granuli, in risposta ad un 
aumento nella concentrazione 
citoplasmatica di Ca2+. Tale 
ridistribuzione mostra soprattutto una 
selettività per le diverse popolazioni di 
granuli e potrebbe spiegare la necessità 
di diverse concentrazioni di Ca2+ 
richieste per una specifica attivazione 
del processo secretorio di questi 
organelli. 
Esistono altre proteine oltre alle 
annessine che vengono modificate dal 
legame con il calcio e che sono 
implicate in diversi processi, come 
quello della fusione. Tra queste ci sono 
le N CS (N euronal Calcium Sensor), in 
particolare l'NCS-1. Abbiamo 
investigato nei granulociti neutrofili 
umaru e nella linea cellulare 
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promielocitica delle HL-60 riguardo un 
possibile ruolo di N CS-1 nella 
secrezione. La sua presenza nei 
granulociti neutrofili umani è probabile, 
in quanto è stata trovata non solo a 
livello neuronale ma in diversi tipi di 
cellule secretorie. In queste cellule si è 
visto che essa è coinvolta nel traffico 
vescicolare e nella regolazione della 
secrezione, in quanto appartenente al 
complesso SNARE che regola la 
fusione calcio-dipendente. 
I nostri risultati indicano 
un'associazione specifica di N CS-1 con 
i granuli azurofili e non con altri tipi di 
granuli o vescicole (non colocalizza con 
Rab-7, marker degli endosomi tardivi, 
mentre colocalizza con la MPO, 
marker degli azurofilli). Quindi NCS-1 
potrebbe rappresentare una delle 
proteine che specificamente regolano la 
mobilizzazione e controllano l'attività 
secretoria dei granuli azurofili nei 
neutrofili umani e in particolare il 
meccamsmo di degranulazione, e, 
forse, non quello di secrezione 
extracellulare, che è associato ad altri 
tipi di granuli. 
Resta ancora molto da chiarire a 
riguardo e l'indicazione del 
coinvolgimento di una nuova proteina 
nella regolazione della secrezione nei 
neutrofili è sicuramente un punto di 
partenza stimolante per ulteriori 
ricerche. Per quanto ci riguarda 
abbiamo intenzione di studiare (1.) il 
ruolo di N CS-1 durante la maturazione 
dei neutrofili (facendo differenziare le 
HL-60) e (2.) durante la fagocitosi, e 
(3 .) se una sua eventuale aver-
espressione può avere effetto sull'entità 
della degranulazione, che si potrà 
quantizzare con il metodo messo a 
punto nel nostro laboratorio. 
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1.0- LE PROTEINE SENSORI DEL 
Ca2+ E LA FREQUENINA/NCS-1 
N el 1993 Pongs e collaboratori 
(Pongs O. et al, 1993) studiando mutanti 
di Drosophila con fenotipo "shaker"-
simile (dato dalla traslocazione 
t(X, Y) V7 - fenotipo "shaker"=costante 
vibrazione delle appendici) ha 
identificato una nuova proteina legante 
il calcio, overespressa nelle drosofile 
con questa mutazione (3-4 volte di più 
rispetto al normale). La proteina è stata 
chiamata frequenina, in quanto causa 
una "facilitation" frequenza-dipendente 
(abbassamento della soglia per il 
rilascio del neurotrasmettitore), dovuta 
a potenziali di azione multipli prodotti 
in seguito a stimolazione ripetuta, e 
quindi si è ipotizzato che fosse 
coinvolta nella regolazione dell'efficacia 
pre-sinaptica e nel rilascio del 
neurotrasmettitore (Pongs O. et al, 1993; 
Angaut-Petit D. et al, 1993). Essa ha 
peso molecolare di 21,671 Da e 
sequenza molto simile a quella delle 
proteine "calcium-sensor" (da 
distinguere dalle proteine "calcium-
buffer''), tra cui la recoverina, attivatore 
calcio-dipendente della guanililciclasi 
nei bastoncelli della retina di bovino. 
Esse appartengono alla superfamiglia di 
proteine con motivi "EF-hand": ce ne 
sono più di 250 e comprendono sia 
proteine espresse in tutte le cellule 
(come la calmodulina e la calcineurina 
B), sia proteine la cui espressione è 
ristretta a distinti tessuti e tipi cellulari. 
Tra queste ultime ci sono le proteine 
intracellulari NCS (Neuronal Calcium 
Sensor), presenti principalmente nelle 
cellule nervose, delle quali fa parte la 
frequenina. Tutte le NCS hanno un 
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peso molecolare attorno ai 21KDa, 
hanno un' omologia tra loro del 50°/o 
(Burgqyne RD. and Weiss ].L, 2001) e 
possiedono quattro motivi "EF-hand", 
ognuno dei quali lega uno ione calcio: 
due "EF-hand" sono funzionali in tutte 
le NCS, mentre solo in alcune ce ne 
sono tre; il quarto non coordina il 
calcio, ma piuttosto sembra essere 
coinvolto nella miristoilazione N-
terminale. Come tutte le "calcium-
sensor", la frequenina subisce un 
cambiamento conformazionale in 
seguito allegarne con il calcio (che non 
si verifica nelle proteine "calcium-
buffer"; Pongs O. et al, 1993; Braunewe/1 
KH. and Gunde!ftnger E.D., 1999; 
Burgqyne RD. and Weiss JL, 2001) e 
presenta dei possibili siti di 
fosforilazione oltre al sito di 
miristoilazione. Si è provato in vitto 
che essa agisce sulla guanililciclasi, 
anche se in modo meno efficiente 
rispetto alla recoverina (la frequenina 
agisce solo a basse concentrazioni di 
calcio). Il suo possibile ruolo nei 
neuroni consiste nella regolazione 
dell'attività di canali potassio o di canali 
Ca2+ oppure di chinasi o fosfatasi, 
similarmente alla calmodulina, la 
proteina legante il calcio ubiquitaria 
(Pongs O. et aL, 199 3). 
Considerando che la 
guanililciclasi modula la sin tesi di 
cGMP, il quale agisce sullo scambiatore 
N a+/ Ca2+, e che la frequenina modula 
la guanililciclasi, si è studiato l'effetto 
della frequenina su questo sistema 
(Rivosecchi R et al, 1994). Lo 
scambiatore funziona primariamente 
per l'estrusione del calcio, ma può agire 
anche in senso inverso, in dipendenz~ 
del gradiente di sodio attraverso la 
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membrana, e causare un influsso di 
calcio, che ripolarizza la membrana 
della cellula pre-sinaptica dopo il 
rilascio del neurotrasmettitore. Quando 
la frequenina è overespressa, c'è un 
aumento intracellulare di sodio, che 
può avere due effetti: riduzione 
dell'estrusione di calcio da parte dello 
scambiatore e rilascio di calcio dagli 
"stores" interni. Quindi la frequenina 
potrebbe modulare la ripolarizzazione 
Na+-dipendente della membrana pre-
sinaptica, agendo in modo indiretto 
sullo scambiatore Na+ /Ca2+, anche se 
non sembra che questo sia il suo ruolo 
principale. 
Olafsson e collaboratori hanno 
identificato la frequenina anche in 
Xenopus (10°/o di identità con quella di 
drosofila - 0/afsson P. et al., 1995) e in 
topo (di 24 KDa - 0/afsson P. et al., 
1997). Come in drosofila, l'effetto è 
quello di potenziare l'attività sinaptica a 
livello pre-sinaptico e di controllare la 
fusione delle vescicole sinaptiche a 
livello della giunzione neuromuscolare. 
È stato ipotizzato che in questa sede la 
frequenina, m quanto proteina 
"calcium-sensor", abbia qualche 
funzione nello sviluppo di neuntt e 
assoni agendo come regolatore delle 
proteine citoscheletriche dei neuroni, 
visto che per queste ultime è 
importante la regolazione da parte del 
calcio (Angaut-Petit D. et al., 1998). 
N el 1995 studiando la 
regolazione dei recettori associati a 
proteine G (GPCR= G-protein-
coupled receptor), i quali se 
continuamente stimolati subiscono il 
fenomeno di desensibilizzazione in 
seguito a fosforilazione da parte di 
chinasi GRK (GRK=G-protein-
coupled Receptor Kinase), è stata 
identificata un'altra proteina "calcium-
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sensor" appartenente alle NCS come 
regolatore negativo di specifiche GRK: 
la NCS-1 (Nef S. et al., 1995). 
Quindi è stata definita la 
suddivisione delle N CS in cinque 
gruppi (Braunewe/1 KH. and Gundeljìnger 
E.D., 1999; McFe"an B. W et al., 1999; 
P aterlini M. et al., 2000): 
- gruppo I: comprende le recoverine 
(visina, recoverina e l'omologa di 
quest'ultima nella rana, cioè la S-
modulina) che sono presenti solo 
nelle cellule fotorecettoriali. 
gruppo II: è quello delle 
"frequenine", tra cui la frequenina 
di drosofila, quella di Xenopus, 
quella di topo e la N CS-1. 
- gruppo III: è quello delle VILIPs 
(=VIsin-Like Proteins), tra cui ci 
sono l'ippocalcina e le 
neurocalcine. 
- gruppo IV: comprende solo la 
NCS-2 di Caenorabditis elegans. 
- gruppo V: è quello delle proteine 
attivanti la guanililciclasi 
(GCAPs=Guanylyl Cyclase-
Activating Proteins) delle cellule 
fotorecettoriali. 
Il pattem di espressione è unico 
per ognuna di queste proteine (Burgl!)'ne 
RD. and Weiss ].L, 2001). 
La NCS-1 sembra avere tre "EF-
hand" funzionali, ma presenta due 
diversi cambiamenti conformazionali e 
questo fa supporre che i siri funzionali 
di legame per il calcio siano due. Essa è 
stata trovata in pollo e si è visto che ha 
il 72°/o di identità con la frequenina di 
drosofila. È di 22KDa e sembra avere 
un ruolo nel potenziamento sinaptico 
mediato dal calcio, ma non è chiaro se 
a livello di fusione calcio-dipendente 
delle vescicole sinaptiche con la 
membrana pre-sinaptica oppure se a 
livello di fosforilazione dei canali calcio 
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voltaggio-dipendenti o di quelli 
voltaggio-indipendenti. Si è anche visto 
che tende a formare dimeri ( 43.6-46.6 
KDa - Schaad NC et al., 1996) e 
durante la sinaptogenesi la sua 
espressione aumenta in cellule di retina 
di ratto, lasciando supporre un suo 
possibile ruolo nello sviluppo, come 
visto anche per le altre frequenine 
(&ynolds A.]. et al., 2001). 
Per studiare la funzione di NCS-
1, essa è stata confrontata con altre 
proteine "calcium-sensor", tra cui la 
calmodulina (Schaad N.C. et al., 1996; 
Iacovelli L et al., 1999). NCS-1 ha solo il 
21 °/o di omologia con la calmodulina: 
sono differenti in struttura, 
distribuzione ed affinità per il calcio 
(NCS-1 lega due ioni, mentre la 
calmodulina ne lega quattro), però 
sembra che abbiano targets comuni 
(NO-sintetasi, fosfodiesterasi, 
calcineurina - S chaad N C et al., 1996; 
P aterlini M. et al., 2000) sui quali 
agiscono in diverse condizioni, in 
dipendenza della concentrazione di 
calcio. N CS-1 permette di rispondere 
velocemente a piccole variazioni della 
concentrazione intracellulare di calcio, 
mentre la calmodulina risponde ad un 
aumento prolungato di calcio libero 
(Schaad NC et al., 1996). Quindi nel 
singolo neurone possono essere 
presenti entrambe e agire in un doppio 
range di sensibilità del calcio. 
Non dimenticando che NCS-1 è 
stata trovata proprio come regolatore 
delle chinasi dei recettori associati alle 
proteine G (GRK - Nef S. et al., 1995), 
sono state confrontate calmodulina e 
N CS-1 anche per la loro azione su 
queste (Iacovelli L et al., 1999). In 
generale, si nota che una diminuzione 
della concentrazione di calcio porta ad 
una regolazione negativa delle GRK, 
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che agiscono ad elevate concentrazioni 
di calcio, che quindi è un fattore 
fondamentale per la loro attività. Si è 
visto che N CS-1 e calmodulina, come 
proteine sensori del calcio, inibiscono 
diversi sottotipi di GRK con 
meccanismi molto selettivi. Quindi 
N CS-1 non agisce come un possibile 
rimpiazzo della calmodulina, perché, 
oltre ad agire su target comuni (Schaad 
N C et al., 1996), agisce anche su 
proteine target specifiche, diverse da 
quelle della calmodulina, e c1o 
suggerisce un loro diverso meccanismo 
di azione. 
Vista l'azione di N CS-1 su 
proteine calcio-dipendenti, sulle vie di 
trasduzione del calcio e/ o 
sull' omeostasi del calcio, è logico 
ipotizzare che in generale sia un 
regolatore della secrezione, 
considerando il ruolo chiave che lo 
ione calcio ha su questo processo 
(Bergmann M. et al., 2002). 
È noto che l' esocitosi è regolata 
dal calcio e che nella secrezione sono 
implicate delle proteine "sensori del 
calcio" (che sono attivate da 
concentrazioni specifiche di calcio). 
N elle cellule nervose, modello di studio 
del macchinario secretorio, per 
esemp1o, è noto che c'è la 
sinaptotagmina (non ha "EF-hand" 
come le NCS, bensì contiene domini 
C2 per il legame con il calcio). 
Reynolds e collaboratori (&ynolds A.]. 
et al., 200 1) hanno dimostrato nella 
retina di ratto che la NCS-1 (24 KDa, 
presente a livello citosolico e di 
membrana, ma non nucleare) 
appartiene al complesso SNARE, che 
regola la fusione calcio-dipendente. 
Anche Chen e collaboratori (Chen X.L 
et al., 2001) hanno visto che NCS-1 
parzialmente co-localizza con SNAP-
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25 a livello di plasmamembrana, oltre a 
colocalizzarsi con la sinaptofisina, in 
linea cellulare di ratto (Koizumi S. et al, 
2002). 
Però la scoperta più interessante 
dal nostro punto di vista è stata che la 
N CS-1 è espressa anche in cellule 
neuroendocrine (nelle cellule surrenali 
cromaffini bovine, nella linea cellulare 
PC-12), nelle cellule epiteliali di rene di 
cane e nei miociti, quindi al di fuori del 
sistema nervoso, dove potrebbe avere 
un ruolo funzionale nell' esocitosi 
(McFe"an B.W. et al, 1998; McFe"an 
B. W. et al, 1999; Weùz OA. et al, 2000; 
Guo W. et aL, 2002). 
McFerran e collaboratori 
(McFe"an B. W. et al, 1999) hanno 
dimostrato che nelle cellule cromaffini 
è presente la N CS-1 sia solubile e sia 
associata alla membrana, mentre nelle 
PC-12 essa è associata ai granuli densi. 
A differenza degli altri membri della 
famiglia, però, che sono legati alla 
membrana solo in presenza di calcio, 
N CS-1 lo è anche in sua assenza. 
Infatti, come già detto, nelle NCS il 
legame con il calcio causa un 
cambiamento conformazionale, e 
questo fa esporre residui idrofobici e la 
terminazione miristoilata: in modo da 
permettere l'interazione con la 
membrana e/o con le proteine target. 
Non basta la deplezione del calcio con 
EGTA per determinare il distacco delle 
NCS dalla membrana e perciò 
l'interazione non sembra direttamente 
dipendente dal calcio.·. (Braunewell KH. 
and Gunde!ftnger E.D., 1999). Si~ può 
ipotizzare che l'associazione ~ alla 
membrana sia importante p~èr il 
"transfer" specifico della trasduzione 
del segnale del calcio dal.citòplasmi§ alla 
membrana e viceversa (Braunewell KH. 
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and Gunde!ftnger E.D., 1999; Paterlini M. 
et aL, 2000). 
Il fatto che il legame alla 
membrana da parte delle NCS 
attraverso il gruppo miristoilato possa 
avvenire anche in modo indipendente 
dal calcio è evidenziato anche in 
Burgoyne e Weiss (Burgqyne RD. and 
Weiss ].L, 2001): essi ipotizzano che il 
legame non è diretto con il bilayer 
lipidico, ma avviene per mezzo di 
proteine associate alla membrana. In 
effetti il legame avviene a basse 
concentrazioni di calcio, non lontane 
dalla concentrazione basale (circa 
100nM). 
O'Callaghan e collaboratori 
(O'Callaghan D. W. et aL, 2002), in 
particolare hanno confrontato l'azione 
del calcio sulla localizzazione di N CS-1 
e di altre due proteine appartenenti alle 
NCS, cioè ippocalcina e neurocalcina 8. 
In generale le NCS sono "sensori'' per 
cambiamenti di concentrazione di 
calcio compresi tra 0.1 e 1.0 J.!M. 
Cambiamenti nella [Ca2+] non mutano 
la localizzazione di N CS-1 a livello di 
trans-Golgi e di plasmamemb:rana, 
forse perché la parte miristoilata è 
impegnata nell'associazione con la 
membrana e quindi non può avvenire 
lo "switch calcium/ myristoyl" (N CS-1 
non miristoilata infatti è citosolica), che 
invece avviene per le altre due NCS. Si 
è visto che' NCS-1 reagisce alle 
variazioni della concentrazione di calcio 
con un'affmità di 0.3 J..1M nel tempo di 
millisecondi, mentre le altre due N CS 
rispo~dono a variazioni di calcio di 
magJ?,iore entità e dopo un tempo più 
lung9. Quindi la risposta diversa al 
calci~· (come., già visto rispetto alla 
calmoduliri~''Jri~~haad N.C. et aL, 1996) 
con l'uso diverso della miristoilazione 
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determina una diversa trasduzione del 
segnale in diverse N CS. 
Zhao e collaboratori (Zhao X et 
al., 2001) ipotizzano che, visto che 
grandi variazioni della concentrazione 
di Ca2+ non sono necessarie per 
l'attività di N CS-1, essa, più che agire 
negli step calcio-dipendenti 
dell'esocitosi, potrebbe agire a livello di 
"budding" e fusione. 
N elle cellule PC-12 (McFe"an 
B. W. et al., 1998), infatti, 
l' overespressione di N CS-1 determina 
un aumento nell' esocitosi calcio-
regolata, ma non sembra che la sua 
azione sul macchinario di esocitosi sia 
diretta, poiché variando la 
concentrazione di calcio non si notano 
variazioni nell' esocitosi. Scalettar e 
collaboratori (S calettar BA. et al. , 2002) 
hanno visto anche che nelle PC-12 
N CS-1 co localizza con la 
sinaptotagmina a livello delle 
microvescicole "synaptic-like" (SLMV) 
e, a differenza di M cF erran, hanno 
visto che N CS-1 non è sui granuli 
secretori, ma sotto la plasmamembrana 
associata a piccoli organelli. Anche 
Koizumi e collaboratori (Koizumi S. et 
al., 2002) hanno trovato NCS-1 nelle 
membrane dei granuli meno densi, 
oltre che una certa quantità nel citosol e 
in parte nella plasmamembrana e nelle 
"light synaptic vesicles" (dove 
colocalizza con la sinaptofisina). 
Quindi non è ancora chiaro a che 
livello esattamente agisca N CS-1. 
Visto che si era ipotizzato che la 
frequenina agisse sui canali potassio 
(Pongs O. et al., 199 3) e che modulasse 
lo scambiatore N a+ /Ca2+ (Rivosecchi R 
et al., 1994), si è valutato se anche il suo 
omologo N CS-1 agisse a livello di 
canali di membrana o di pompe, m 
modo da regolare l' esocitosi. 
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È stata documentata la presenza 
di NCS-1 sulla membrana plasmatica e 
si pensa che tale localizzazione sia 
funzionale alla regolazione dei canali 
ionici. Guo e collaboratori ( Guo W. et 
al., 2002) in miociti di topo hanno visto 
che N CS-1 è una subunità dei canali K+ 
voltaggio-dipendenti (che servono per 
la ripolarizzazione) e che funziona 
come modulatore dell'attività (del 
"gating") dei canali stessi. Anche 
Nakamura e collaboratori (Nakamura 
T. Y. et al., 200 1) hanno dimostrato la 
modulazione specifica da parte della 
frequenina di un tipo preciso di canali 
K+. Invece per quanto riguarda i canali 
Ca2+ voltaggio-indipendenti, Weiss e 
collaboratori (Weiss ].L et al., 2000; 
Weiss JL and Burgf!)'ne RD., 2001) 
hanno visto che N CS-1 regola 
negativamente i canali calcio voltaggio-
indipendenti in cellule neuroendocrine 
(agisce nella via di trasduzione che 
attiva le tirosinchinasi della Src-family). 
Studiando gli omologhi della 
frequenina trovati in diverse specie, 
come per esempio in ratto (Martone 
M.E. et al., 1999; Paterlini M. et al., 2000; 
Reynolds A.]. et al., 200(]), nei crostacei 
(jeromin A. et al., 1999), in rana (Werle 
M.J et al., 200(]) e in lievito S. cerevisiae 
(Hendricks KB. et al., 1999), si sono 
potute confermare le osservazioni 
sopra riportate, ma si è trovato anche 
un altro possibile "substrato" per N CS-
1. In particolare, basandosi sul fatto 
che la frequenina del lievito (F rq 1) ha 
come partner la fosfatidilinositolo-4-
0H chinasi (PI40H K), enzima che 
regola la secrezione a livello del trans-
Golgi e che quindi è coinvolto nel 
traffico endocitico (Hendricks KB. et al., 
1999), si è valutato se anche NCS-1 
interagisca con la fosfatidilinositolo-4 
chinasi f3 (PI4Kf3), l'omologo nei 
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mammiferi della PI40H K (Reynolds 
A.]. et al., 2000; Bartlett S.E. et al., 2000; 
Weisz OA. et al., 2000). 
Bartlett e collaboratori (Bartlett 
S.E. et al., 2000) confermano che N CS-
1 è un regolatore dell' esocitosi associata 
al rilascio di neurotrasmettitore, ma, a 
differenza del lievito, NCS-1 e PI4Kf3 
non sono fisicamente associati nel 
tessuto nervoso di mammifero. 
Anche Weisz e collaboratori 
(Weisz OA. et al., 2000) considerano il 
possibile ruolo in cellule non neuronali 
della frequenina nel traffico 
intracellulare di membrana regolato dai 
polifosfoinositidi, la cui modulazione è 
a carico di diverse chinasi, tra cui anche 
la PI4Kf3. Come modello sono state 
scelte le cellule di rene Madin-Darby 
(MDCK=Madin-Darby Canine 
Kidney), che sono polarizzate e 
possono essere usate per studiare il 
rilascio delle vescicole verso i diversi 
poli della cellula. Innanzitutto è stata 
dimostrata l'espressione della 
frequenina in queste cellule (18KDa; 
circa il 60°/o è associato alla membrana) 
e la sua interazione con PI4Kf3 (co-
immunoprecipitano). Poi si è studiato 
l'effetto dell' overespressione della 
frequenina sul traffico post -endoci tosi 
e si è visto che esso non è modificato, 
né verso la membrana apicale, né verso 
la basolaterale. Invece, il rilascio delle 
vescicole nelle vie di biosintesi dal 
trans-Golgi verso la superficie apicale 
(non verso quella basolaterale) risulta 
inibito dalla frequenina overespressa. 
Non è chiaro se l'inibizione ·riguardi il 
"budding" delle vescicole dal trans-
Golgi o la loro fusione · con la 
membrana apicale, ma risulta evidente 
che l'effetto è selettivamente mirato al 
rilascio biosintetico apicale~" anche se 
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resta un po' dubbio il risultato di questa 
azione così selettiva. In conclusione, gli 
autori attribuiscono alla frequenina un 
ruolo altamente specifico e 
"compartimentalizzato" nel traffico di 
membrana, anche se non 
completamente chiarito, perché le 
cellule MDCK non hanno una 
regolazione significativa delle vie di 
secrezione e non sono un buon 
modello di indagine in questo senso. 
Recentemente m un altro 
modello cellulare è stata provata 
l'interazione NCS-1/PI4Kf3: Zhao e 
collaboratori (Zhao X et aL, 2001) 
hanno transfettato cellule COS-7 con 
NCS-1 e PI4Kf3 e hanno dimostrato 
che esse co-immunoprecipitano e co-
localizzano a livello del trans-Golgi (il 
legame con PI 4Kf3 avviene solo se 
N CS-1 è miristoilata). 
N CS-1 induce la up-regolazione 
dell'attività di PI4Kf3 nelle cellule 
surrenali cromaffini (P an C Y. et aL, 
2002) e nelle PC-12 (Koizumi S. et al., 
2002). Nelle prime gli autori hanno 
notato che l'aumentata esocitosi 
stimolata da NCS-1 m realtà si 
esaurisce rapidamente. Come 
spiegazione di questo rapido declino 
propongono il coinvolgimento di PIP 2, 
la cui produzione dipende da PI4K f3, 
con cui interagisce NCS-1. Infatti è 
noto in letteratura (Raucher D. et al., 
2000) che una concentrazione elevata 
di PIP2 aumenta l'energia di adesione 
tra la plasmamembrana e il 
citoscheletro: questo potrebbe limitare 
la fusione delle vescicole con la 
membrana e così causare la rapida fine 
dell' esocitosi. Koizumi e collaboratori 
propongono un possibile meccanismo 
di azione cij_<-t+'JCS-1 e PI4KJ3, invece, 
nelle PC.-12. In seguito a stimolazione, 
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NCS-1 potrebbe traslocare dalle 
vescicole sinaptiche alla 
plasmamembrana dove interagirebbe 
con PI4K~ up-regolandola 
funzionalmente; quest'ultima poi 
andrebbe ad aumentare la produzione 
di PIP2• Recentemente Taverna e 
collaboratori (Taverna E. et al., 2002) 
hanno suggerito che N CS-1 agisca 
favorendo la traslocazione di PI 4K~ 
sulle membrane target, in quanto in 
PC12 che overesprimono NCS-1 si 
nota un aumento nella quantità di 
PI 4K~ associato alle membrane (oltre 
ad un aumentato livello di NCS-1 nelle 
membrane stesse). 
Per finire, come evidenziato 
recentemente (Guild S.B. et al., 2001; 
]inno S. et al., 2002; Bergmann M. et al., 
2002), NCS-1 ha più target cellulari e 
quindi multiple funzioni a seconda dei 
casi. Il suo ruolo è piuttosto complesso 
perchè presenta diversi pattem di 
espressione e anche diverse 
localizzazioni (a livello pre- e/ o post-
sinaptico in vari stadi di sviluppo e 
differenziazione). Appena nel 2000 è 
stata trovata la sequenza provvisoria 
dell'mRNA di NCS-1 in Homo sapiens 
(n. 0 di accesso in Gen Bank: 014286) e 
nel2002 è stata completata la sequenza 
e individuata la localizzazione genica 
(9q 34.1 in Chen C et al., 2002): in ogni 
caso resta ancora molto da investigare 
per quanto riguarda le sue funzioni, i 
meccanismi di azione ed i tipi di 
processi in cui può essere coinvolta. 
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